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Résumé 
 Ce travail a permis de caractériser les cellules endothéliales (CEs) (CD34
+
/CD31
+
) du 
tissu adipeux (TA) humain et d’analyser l’impact du degré d’adiposité des patients, mais aussi 
de la localisation du TA, sur leur nombre, leur phénotype et leur intégrité. 
  
 La densité vasculaire, comme le nombre de CEs, par volume de TA sous-cutané (SC) 
reste stable chez les sujets obèses comparés aux normo-pondérés. Ce résultat démontre que 
l’extension des réseaux vasculaires suit le développement du TA au cours de l’obésité. Les 
adipocytes, du TA viscéral (VS) de sujets obèses, présentent un phénotype hypoxique malgré 
la présence d’un réseau vasculaire plus dense. Chez les patients obèses, la densité capillaire et 
le nombre de CEs sont plus élevés dans le VS par rapport au SC démontrant une différence de 
densité vasculaire selon la localisation du TA. Les CEs natives du TA, isolées par 
immunosélection/déplétion, présentent un phénotype pro-inflammatoire et angiogénique chez 
les sujets obèses par rapport aux normo-pondérés, de façon plus marquée dans le TA VS que 
dans le SC. Ce phénotype est associé à une augmentation de la perméabilité endothéliale mise 
en évidence par l’extravasation de protéines plasmatiques. Afin de déterminer les mécanismes 
responsables des différences de phénotype avec l’obésité et la localisation de TA, des 
marqueurs de la sénescence cellulaire ont été étudiés. Les CEs présentent une augmentation 
de ces marqueurs avec l’obésité dans le SC et selon la localisation du TA (VS/SC). Les 
sécrétions adipocytaires stimulent l’entrée en sénescence des CEs du TA, un effet mimé par la 
leptine et le VEGFA. Enfin, les sécrétions adipocytaires sont capables d’induire le processus 
de sénescence dans des CEs provenant d’autres lits vasculaires.  
  
 En conclusion, chez l’homme, l’obésité est associée à des altérations du nombre et de 
l’intégrité des CEs du TA mais aussi à une augmentation de leur état d’activation. La 
promotion de la sénescence des CEs par les sécrétions adipocytaires pourrait conduire à une 
perte de l’intégrité endothéliale chez les sujets obèses, associée à un état pro-inflammatoire, 
notamment au niveau viscéral. La dysfonction endothéliale au niveau de la circulation 
générale pourrait donc être favorisée par les effets systémiques de ces sécrétions promouvant 
l’entrée en sénescence des CEs. 
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Avant-propos
 Le tissu adipeux a pour principale fonction le stockage d’énergie, mobilisable selon les 
besoins de l’organisme. L’adipocyte est l’élément central impliqué dans le stockage des 
acides gras (lipogenèse) et leur mobilisation (lipolyse) en réponse à des voies de signalisation 
complexes et finement régulées par divers acteurs. Ce stockage d’acides gras circulants sous 
la forme de triglycérides neutres dans la vacuole lipidique adipocytaire représente une part 
importante de l’effet tampon exercé par le tissu adipeux contre la lipotoxicité des acides gras 
au niveau du muscle, du foie et du pancréas, mais également au niveau vasculaire. Outre son 
rôle central dans le stockage énergétique, il possède une fonction endocrine majeure via la 
sécrétion de plusieurs hormones et d’un large éventail de facteurs protéiques et lipidiques, 
regroupés sous le terme « adipokines » (Trayhurn and Beattie 2001). L’action de ces facteurs 
peut s’exercer de façon autocrine, paracrine mais leur site d’action peut aussi être distant du 
tissu adipeux et influencer notamment la modulation des flux métaboliques au niveau du foie 
et du muscle (adiponectine) et la prise alimentaire au niveau central (leptine). Dans un 
contexte d’obésité, l’activité métabolique mais également sécrétoire est modifiée. Chez 
l’homme, on observe notamment une hyperleptinémie associée à une hypoadiponectinémie 
ainsi qu’une augmentation des facteurs associés classiquement à la sphère inflammatoire. Ces 
sécrétions ainsi que la perturbation de la fonction de tampon du tissu adipeux peuvent donc 
avoir un impact sur les tissus périphériques et peuvent être ainsi à l’origine de certaines 
pathologies associées à l’obésité telles que la résistance à l’insuline, le diabète de type 2 et les 
pathologies vasculaires. 
 Les cellules endothéliales des réseaux capillaires du tissu adipeux, constituent une 
barrière physique entre les compartiments sanguins et adipeux, contrôlant les échanges de 
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nutriments, d’hormones, d’oxygène et de cellules. Ces échanges et leur régulation sont 
probablement déterminants pour le statut métabolique, hypoxique et inflammatoire du tissu 
adipeux. Au sein d’un individu, le développement des vaisseaux sanguins (angiogenèse) 
permet la croissance des organes (Folkman 1995). Le tissu adipeux étant un organe hautement 
plastique à l’âge adulte, connaissant des périodes de croissance et de régression successives, il 
est largement concerné par cette règle générale. 
 Peu de données sont disponibles concernant les réseaux vasculaires du tissu adipeux. 
En effet, le tissu adipeux a longtemps été considéré comme peu vascularisé. En fait, la taille 
des adipocytes matures masque un dense réseau capillaire qui entoure quasiment chaque 
adipocyte. Ce chapitre d’introduction va se consacrer exclusivement à décrire les données de 
la littérature sur la circulation et l’endothélium du tissu adipeux, ses caractéristiques et ses 
rôles dans la croissance et le métabolisme de la masse grasse en décrivant les mécanismes 
contrôlant le flux sanguin, les échanges de nutriments et de cellules sanguines entre 
compartiments sanguins et adipeux et les processus (hypoxie et inflammation) associés à son 
extension (angiogenèse et vasculogenèse). Une attention particulière sera portée aux 
différences entre les dépôts adipeux (sous-cutanés et viscéraux).
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1. La circulation sanguine du tissu adipeux 
 Le flux sanguin du tissu adipeux est déterminant dans l’apport de nutriments, 
d’hormones et d’oxygène mais également dans la communication inter-organes entre le tissu 
adipeux et les autres organes métaboliquement actifs (muscle et foie). En condition post-
prandiale, plusieurs études ont montré une augmentation du flux sanguin local (Bulow, Astrup 
et al. 1987; Ardilouze, Fielding et al. 2004). L’extraction des lipides plasmatiques par le tissu 
adipeux est augmentée grâce à l’élévation du flux sanguin (Samra, Simpson et al. 1996). 
Ainsi on peut penser qu’un contrôle inadéquat du flux sanguin du tissu adipeux peut conduire 
à une extraction incomplète des lipides et du glucose plasmatiques par le tissu adipeux et ainsi 
entraîner une hyperglycémie et une hypertriglycéridémie post-prandiale qui sont des 
conditions prédisposant aux pathologies vasculaires et à la résistance à l’insuline. De plus, 
une altération de la circulation dans le tissu adipeux peut provoquer une baisse de la pression 
partielle en oxygène tissulaire et générer ainsi des zones locales d’hypoxie. 
1-1. Régulation neuro-humorale du flux sanguin du tissu adipeux  
 Le flux sanguin au sein du tissu adipeux au repos varie entre 2 et 3 ml/min/100g de 
tissu chez l’homme (Rosell and Belfrage 1979). Cependant, il est excessivement variable et 
semble principalement modulé par l’état nutritionnel, l’exercice physique et le système 
nerveux sympathique. 
 Le flux sanguin dans le tissu adipeux est augmenté après ingestion de glucose (Bulow, 
Astrup et al. 1987) et d’un repas mixte (Coppack, Evans et al. 1992) mais pas après la seule 
ingestion d’acides gras (Evans, Clark et al. 1999). Bien que cette augmentation coïncide avec 
l’augmentation des concentrations plasmatiques en insuline, décrite pour augmenter la 
production de monoxyde d’azote (nitric oxide, NO) dans d’autres compartiments tissulaires, 
l’insuline ne semble pas être à l’origine de l’augmentation du flux sanguin du tissu adipeux 
dans ces conditions (Karpe, Fielding et al. 2002). De fait, l’augmentation post-prandiale du 
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flux sanguin dans le tissu adipeux serait due à une stimulation -adrénergique d’origine non-
humorale (Ardilouze, Fielding et al. 2004). De plus, des études de microdialyse in situ ont 
montré que la stimulation des récepteurs 2-adrénergiques exerce un effet vasoconstricteur 
(Galitzky, Lafontan et al. 1993) mais leur contribution à la vasomotricité vasculaire in vivo
reste à déterminer. Le jeûne quant à lui induit une augmentation du flux sanguin dans le tissu 
adipeux essentiellement via l’action vasodilatatrice du NO indépendamment du système 
adrénergique (Ardilouze, Fielding et al. 2004) et une levée de la vasoconstriction exercée par 
l’angiotensine II plasmatique (Goossens, McQuaid et al. 2006). Chez l’homme, l’exercice 
physique semble également augmenter le flux sanguin au sein du tissu adipeux (Borsheim, 
Lonnroth et al. 2000) bien que cela ait été remis en question (Boschmann, Rosenbaum et al. 
2002). En fait, un exercice physique ponctuel n’a pas d’impact significatif sur la régulation du 
flux sanguin au sein du tissu adipeux humain (Moro, Polak et al. 2006) alors qu’un 
entraînement physique prolongé l’augmente par l’action du peptide natriurétique atrial (atrial 
natriuretic peptide [ANP]) et du système -adrénergique (Galitzky, Sengenes et al. 2001; 
Moro, Pillard et al. 2005).  
1-2. Régulation locale du flux sanguin du tissu adipeux 
 Le flux sanguin est probablement régulé par l’ensemble des facteurs produits 
localement au niveau du tissu adipeux. En effet, certains produits issus du métabolisme 
lipidique ont déjà été décrits pour leurs propriétés vasoactives (Tableau 1). Une étude réalisée 
chez le rat démontre les effets vasodilatateurs d’un facteur, appelé ADRF (adipocyte-derived 
relaxing factor), produit localement par les adipocytes proches des vaisseaux sanguins (Lohn, 
Dubrovska et al. 2002). Bien que sa nature exacte reste à définir, la production adipocytaire 
de ce facteur dépend des concentrations calciques extracellulaires et favorise la relaxation des 
cellules musculaires lisses via l’ouverture de canaux potassiques (Dubrovska, Verlohren et al. 
2004; Gollasch and Dubrovska 2004).  
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Tableau 1. Les facteurs vasoactifs adipocytaires et leur modulation par l’obésité, fonction sur 
le tonus vasculaire dans le tissu adipeux. 
Facteur Effet de l’obésité Fonction vasoactive 
Angiotensine-II ND 
Production par les Ad. (Harte, McTernan et al. 2005) 
Vasoconstriction spécifique de la portion veineuse du 
TA mésentérique, chez le rat (Warner 1990) 
Vasoconstriction du TA sous-cutané, chez l’homme 
par l’angiotensine-II plasmatique mais pas d’effet 
local de l’angiotensine-II produite par le TA 
(Boschmann, Ringel et al. 2001; Goossens, McQuaid 
et al. 2006) 
Prostaglandines 
(PGE2, PGI2 ou 
Prostacycline) 
 (Hetu and Riendeau 
2007) 
Production par les Ad. 
Vasodilatation in vivo chez le rat (Darimont, Saint-
Marc et al. 1996; Mortensen, Nyberg et al. 2009) 
NO  (Engeli, Janke et al. 
2004) 
Expression de la eNOS et de la iNOS par les Ad. 
(Ribiere, Jaubert et al. 1996). 
Effet vasodilatateur (Ardilouze, Fielding et al. 2004) 
VEGF  (Miyazawa-
Hoshimoto, Takahashi 
et al. 2003) 
Production par les Ad. (Zhang, Magovern et al. 1997) 
Effet vasomoteur local ND 
Leptine  (Considine, Sinha et 
al. 1996) 
Production par les Ad. (Zhang, Proenca et al. 1994).  
Expression des récepteurs Ob-Rb et Ob-Ra au niveau 
des CE du TA (Bornstein, Abu-Asab et al. 2000) 
Effet vasomoteur local ND 
LPA ND Production par les Ad. (Valet, Pages et al. 1998) 
Effet vasomoteur local ND
Apeline  (Boucher, Masri et al. 
2005) 
Production par les Ad. (Boucher, Masri et al. 2005) 
Effet vasomoteur local ND
Ghréline  (Lindeman, Pijl et al. 
2002)
Effet vasomoteur local ND
Adiponectine  (Arita, Kihara et al. 
1999) 
Production par les Ad. différenciés (Fruebis, Tsao et 
al. 2001)
Effet vasomoteur local ND
ND : non déterminé ; Ad. : adipocytes ; CE : cellule endothéliale ; eNOS : endothelial nitric 
oxide synthase ; iNOS : inducible nitric oxide synthase ; LPA : acide lysophosphatidique ; 
PG : prostaglandines ; NO : monoxyde d’azote ; TA : tissu adipeux ; VEGF : vascular 
endothelial growth factor. 
    
 
De façon plus ciblée, Bulow et al. ont démontré, chez le chien, qu’une augmentation 
des taux plasmatiques d’acides gras libres augmente la résistance vasculaire au niveau du 
tissu adipeux (Bulow, Madsen et al. 1985). D’autres dérivés du métabolisme lipidique tels que 
la monobutyrine (Halvorsen, Bursell et al. 1993) et l’adénosine (Herrmann and Feigl 1992; 
Hein, Belardinelli et al. 1999) sont également impliqués dans le contrôle du tonus vasculaire. 
1-3. Influence de l’obésité et de la localisation du tissu adipeux sur le flux sanguin 
1-3-A. L’obésité et le flux sanguin 
Le flux sanguin au sein du tissu adipeux de sujets obèses est plus faible, aussi bien à 
l’état nourri qu’après une période de jeûne, comparé à celui de sujets normo-pondérés 
(Summers, Samra et al. 1996). L’augmentation du flux sanguin au sein du tissu adipeux 
observé chez les sujets minces après un entraînement physique est diminuée chez les sujets 
obèses (Borsheim, Lonnroth et al. 2000). De plus, le flux sanguin au sein du tissu adipeux 
semble inversement corrélé au degré d’accumulation des lipides au sein du dépôt adipeux et, 
plus particulièrement à la taille des adipocytes (Di Girolamo, Skinner et al. 1971; Adams, 
Jordan et al. 2005). Il apparaît actuellement assez clairement que l’obésité et plus 
particulièrement la résistance à l’insuline est associée à une inadaptation du flux sanguin en 
période post-prandiale (Karpe, Fielding et al. 2002; Summers 2006). Cette régulation 
anormale semble être liée à une perte et/ou une diminution du contrôle du flux sanguin par le 
système nerveux sympathique (Karpe, Fielding et al. 2002). 
1-3-B. La localisation du tissu adipeux et le flux sanguin 
Il est maintenant bien reconnu que l’excès de tissu adipeux viscéral est un facteur de 
risque indépendant pour les pathologies associées à l’obésité (Jensen 2008; Matsuzawa 2008). 
En effet, le tissu adipeux viscéral est drainé par le système de la veine porte et est directement 
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relié au foie. Ainsi, le flux sanguin et sa régulation au niveau du tissu adipeux viscéral vont 
moduler l’apport vers le foie des productions adipocytaires et altérer ainsi la fonction 
hépatique, comme cela est suggéré par « l’hypothèse portale » (Bjorntorp 1992; Frayn 2000; 
Frayn 2000). Un grand nombre de lésions hépatiques d’origine non-alcoolique ont été 
associées à la quantité de masse grasse viscérale, indépendamment de celle de la graisse sous-
cutanée (Westerbacka, Corner et al. 2004). Le tissu adipeux glutéal, quant à lui, semble 
posséder des propriétés protectrices que l’on ne retrouve pas pour les deux autres territoires 
adipeux. En effet, quelques études ont corrélé négativement l’importance du tour de hanche et 
les paramètres métaboliques délétères comme les taux élevés de glucose et de lipides ou 
l’augmentation des risques de développer du diabète et de l’hypertension (Snijder, Dekker et 
al. 2003; Snijder, Dekker et al. 2004; Snijder, Visser et al. 2005). 
 Le tissu adipeux viscéral présenterait un flux sanguin plus élevé que le tissu adipeux 
sous-cutané (Viljanen, Lautamaki et al. 2009). Cependant, de nombreuses études décrivent 
des résultats contradictoires quant à l’influence de l’état d’adiposité et de la localisation du 
tissu adipeux sur le flux sanguin (Engfeldt and Linde 1992; Virtanen, Lonnroth et al. 2002).
Ces divergences pourraient être expliquées par l’utilisation de techniques plus ou moins 
directes (élimination (wash-out) du Xenon
133
, utilisation d’isotopes stables comme traceurs et 
microdialyse) pour la mesure des variations du flux sanguin au sein du tissu adipeux et qui 
présentent des sensibilités de détection différentes (Karpe, Fielding et al. 2002; Summers 
2006). 
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1-4. Conséquence d’une régulation inadaptée du flux sanguin : l’hypoxie dans le tissu 
adipeux 
 Une des conséquences d’une régulation inadaptée du flux sanguin local va être 
l’apparition de zones de faible pression partielle en oxygène (hypoxie). Les méthodes de 
détection de l’hypoxie couramment utilisées reposent sur trois principales techniques. La 
première mesure la pression partielle en oxygène in vivo dans les tissus à l’aide d’un 
oxymètre. La deuxième utilise une sonde chimique le chlorhydrate de pimonidazole 
(pimonidazole hydrochloride) qui réagit spécifiquement avec des protéines dans un 
environnement pauvre en oxygène et permet la détection d'une hypoxie. La troisième est la 
détection de l’expression de gènes communément acceptés pour être régulés par l’hypoxie. En 
effet, les cellules possèdent un système senseur de l’oxygène contrôlé par la protéine 
suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (pVHL) et le facteur induit par l’hypoxie 
(Hypoxia-Inducible Factor, HIF) (Figure 1). Très instable en normoxie, la sous-unité alpha 
d’HIF subit une hydroxylation, par des prolyl-hydroxylases (PHD), dès sa synthèse, puis se 
lie à la protéine pVHL ce qui induit une activité d’ubiquitination et mène à la dégradation de 
cette sous-unité alpha d’HIF par le protéasome cytoplasmique. La sous-unité bêta d’HIF, 
quant à elle, est toujours active, et sous l’influence du facteur de transcription sp1. En 
situation d’hypoxie, la sous-unité alpha d’HIF devient stable, car elle n’est plus hydroxylée 
par les PHD (son substrat étant l’oxygène) et ainsi ne se lie plus à la protéine pVHL. Elle est 
alors transférée au niveau nucléaire où elle se lie à la sous-unité bêta. Le complexe HIF ainsi 
formé permet la transcription des gènes cibles. Il existe trois isoformes de la sous-unité alpha 
d’HIF (HIF-1, -2 et -3), dont HIF-1 et HIF-2 sont les mieux caractérisées. HIF-1 est 
exprimée de façon ubiquitaire alors qu’HIF-2 présente une expression tissu-spécifique. 
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Figure 1. Contrôle du facteur induit par l’hypoxie (Hypoxia-Inducible Factor, HIF) par la 
protéine von Hippel–Lindau (pVHL) (d’après George DJ 2003 (George and Kaelin 2003)). 
HIF est un hétérodimère composé d’une sous-unité  et d’une sous-unité . En présence 
d’oxygène, HIF-1/2 est hydroxylé sur un de ses deux résidus proline. La pVHL se lie à HIF-
1/2 hydroxylé et induit la liaison d’une chaine de poly-Ubiquitines, qui marque HIF-1/2
pour la destruction par un complexe multiprotéique appelé le protéasome. Dans des 
conditions hypoxiques, ou en absence de pVHL, HIF-1/2 s’accumule dans le noyau et active 
la transcription des gènes inductibles par l’hypoxie. 
 Parmi les dizaines de gènes cibles d’HIF identifiés, on retrouve des gènes impliqués 
dans l'angiogenèse, l'érythropoïèse, la prolifération et la viabilité cellulaire, l’inflammation 
ainsi que dans les métabolismes du fer et du glucose. Au vu du nombre considérable de gènes 
que cela représente, seuls ceux décrits pour être régulés par HIF-1 dans les adipocytes (murins 
ou humains) sont présentés dans la figure 2.  
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Figure 2. Expression des gènes sensibles à l’hypoxie dans les adipocytes (d’après Trayhurn, 
P 2008 (Trayhurn, Wang et al. 2008)). Gènes ayant une expression augmentée () ou 
diminuée () dans les adipocytes (murins ou humains) en culture par l’hypoxie. Les gènes 
codant des protéines pour lesquelles des modifications d’expression et/ou d’activité ont été 
rapportés sont notés en rouge. Ceux notés en noir n’ont été décrits pour être régulés qu’au 
niveau génique. Angptl4 : angiopoietin-like protein 4 ; Hemox : haeme oxygenase 1 ; MIF : 
macrophage migration inhibitory factor ; MMP : matrix metalloproteinase ; MT-3 : 
metallothionein-3 ; PAI-1 : plasminogen activator inhibitor-1 ; PDK : pyruvate 
dehydrogenase kinase-1 ; VEGF : vascular endothelial growth factor. 
Il existe également des facteurs modulateurs d’HIF- indépendant de l’oxygène (pour 
revue (Koh and Powis 2009)). Parmi eux, il est intéressant de mentionner le facteur associé à 
l’hypoxie (hypoxia-associated factor, HAF), capable d’induire la dégradation d’HIF-1 mais 
pas celle d’HIF-2. Cette voie, bien que partiellement comprise, semble jouer un rôle dans la 
progression tumorale. 
 1-4-A. L’obésité et l’hypoxie 
Les techniques présentées précédemment ont permis la mise en évidence de zones 
locales d’hypoxie dans le tissu adipeux d’obèses. Hosogai et al. ont constaté une forte 
augmentation du marquage au pimonidazole dans le tissu adipeux de souris rendues obèses 
par l’alimentation ou la génétique (Hosogai, Fukuhara et al. 2007). Cette observation a été 
corrélée à l’hypoperfusion du tissu et à l’accumulation de lactate, qui est considérée comme 
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un marqueur endogène de l’hypoxie, chez les souris obèses. Dans le même temps, Ye et al. 
ont également montré une diminution de la pression partielle en oxygène, une augmentation 
du marquage au pimonidazole et de l’expression des gènes évoqués précédemment pour être 
associés à un environnement hypoxique, dans le tissu adipeux de souris génétiquement obèses 
et/ou rendues obèses par l’alimentation (Ye, Gao et al. 2007). L’ensemble de ces résultats a 
été confirmé un an plus tard par Rausch et al., imposant l’hypoxie du tissu adipeux comme 
étroitement liée au développement de l’obésité (Rausch, Weisberg et al. 2008). Chez 
l’homme, les premières études ayant mis en évidence une pression partielle en oxygène 
réduite dans le tissu adipeux de sujets obèses sont apparues il y a quelques années seulement 
(Kabon, Nagele et al. 2004; Fleischmann, Kurz et al. 2005). Cette réduction s’accompagne, in 
situ, chez les sujets obèses, de l’augmentation de l’expression du facteur de transcription HIF-
1 (Cancello, Henegar et al. 2005; Higami, Barger et al. 2006; Pasarica, Sereda et al. 2009). 
1-4-B. La localisation du tissu adipeux et l’hypoxie 
Peu d’informations sont disponibles quant au statut hypoxique des différents dépôts 
adipeux chez l’homme. La technique de mesure directe de la pression partielle en oxygène 
dans le tissu est en cause. En effet, cette mesure basée sur l’implantation d’une électrode dans 
le tissu nécessite une période d’équilibration de plus de 30 minutes (Pasarica, Sereda et al. 
2009). Cette méthode, peut être critiquable car elle est invasive et ne prend en compte qu’un 
très faible volume de tissu adipeux. De plus, elle ne permet la mesure de la pression partielle 
en oxygène que dans des tissus superficiels. Par conséquent, les méthodes qui semblent les 
plus adaptées chez l’homme restent la comparaison des profils d’expression des gènes 
répondant à l’hypoxie dans les différentes localisations anatomiques de tissu adipeux. 
Cependant à notre connaissance, aucune étude n’a concerné ce point, mis à part celle conduite 
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par Viljanen et al. qui a montré un flux sanguin plus élevé dans le tissu adipeux viscéral que 
dans le sous-cutané (Viljanen, Lautamaki et al. 2009). 
 En conclusion, le flux sanguin dans le tissu adipeux est extrêmement bien régulé. Il est 
modulé de façon neuro-humorale et locale par de nombreux facteurs. Une défaillance de ces 
processus de régulation entraîne l’apparition de zones locales d’hypoxie tissulaire qui 
déclenche la mise en place de voies de signalisation complexes visant à rétablir un 
environnement normoxique indispensable au fonctionnement correct de ce tissu. Le système 
circulatoire du tissu adipeux, et plus particulièrement l’endothélium qui gère les échanges 
entre compartiments sanguins et adipeux, joue donc un rôle central dans les différentes 
fonctions du tissu adipeux. 
2. L’endothélium du tissu adipeux 
 L’endothélium joue un rôle clé dans le contrôle du flux sanguin notamment au niveau 
de sa fonction vasorégulatrice et anti-thrombotique. En effet, il est un site de production de 
nombreux facteurs impliqués dans le contrôle de la vasodilatation (le NO, les 
prostaglandines), de la thrombogenèse (le tissu facteur [TF], l’inhibiteur de l'activateur du 
plasminogène : plasminogen activator inhibitor 1 [PAI1], le facteur de von Willebrand 
[vWF], la thrombomoduline, l’activateur du plasminogène tissu spécifique : tissue-type 
plasminogen activator [t-PA], le NO), de la perméabilité (NO, vascular endothelial growth 
factor [VEGF], platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 [PECAM1], junctional adhesion 
molecules [JAM]), des molécules d’adhésion (sélectines, intégrines, cell adhesion molecules
[CAM]) et de chémoattraction (monocyte chemotactic protein 1 [MCP1], interleukine 6
[IL6]). Cependant, aucune étude n’a à ce jour caractérisé les productions endothéliales 
impliquées dans la modulation du flux sanguin et de la thrombose dans le tissu adipeux 
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humain normal et/ou pathologique avec l’obésité ni en fonction de la localisation de la masse 
grasse. A l’inverse, un nombre croissant de résultats montre le rôle clé de l’endothélium du 
tissu adipeux dans la régulation de sa fonction métabolique. 
Enfin, l’endothélium capillaire du tissu adipeux permet de gérer la fonction principale de ce 
tissu, à savoir, le stockage énergétique en contrôlant le transfert des acides gras non estérifiés 
et du glucose vers les adipocytes. 
2-1. Le captage des acides gras plasmatiques par l’endothélium 
 Les réserves énergétiques de l’organisme, stockées majoritairement dans les 
adipocytes sous forme de triglycérides, peuvent se constituer de deux façons différentes, à 
savoir via la lipogenèse de novo à partir de précurseurs non-lipidiques ou après captage 
d’acides gras et de glucose en provenance du plasma. Cependant, la part imputable à la 
lipogenèse de novo dans le stockage adipocytaire de lipides chez l’homme est minime 
(Hellerstein 1999; Diraison, Yankah et al. 2003). Nous nous concentrerons donc d’avantage 
sur le stockage adipocytaire après captage d’acides gras en provenance du plasma car il 
représente une part importante de l’effet tampon exercé par le tissu adipeux contre la 
lipotoxicité (Frayn 2002).  
2-1-A. L’ancrage endothélial des chylomicrons/VLDL et de la lipoprotéine lipase
Le mécanisme de captage des acides gras circulants par les adipocytes est une étape 
clé de la lipogenèse (Lafontan 2008). Dans la circulation, les acides gras estérifiés des 
triglycérides sont véhiculés par des lipoprotéines de très basse densité (very low density 
lipoproteins, VLDL) et des chylomicrons qui servent de transporteurs. Ces complexes de 
grande taille sont hydrolysés par une enzyme, la lipoprotéine lipase (LPL), au niveau de la 
micro-circulation du tissu adipeux pour diffuser à travers l’endothélium. L’insuline est un des 
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activateurs majeurs de l’expression et de l’activité de cette enzyme dans les adipocytes et le 
tissu adipeux (pour revue (Wang and Eckel 2009)). La LPL est synthétisée et sécrétée par les 
adipocytes avant d’être transférée dans la lumière endothéliale selon des mécanismes encore 
mal identifiés. Il apparaît que les principaux protéoglycans héparan sulfates (heparan sulfate 
proteoglycans) (HSPG) de l’endothélium (Camps, Reina et al. 1990), à savoir les syndécans 
et les glypicans, se relocalisent au niveau de microdomaines membranaires riches en 
cholestérol et en cavéoline-1, les radeaux lipidiques. De concert avec les récepteurs aux 
VLDL, les HSPG capturent la LPL au niveau de la surface basale des cellules endothéliales 
afin de la transférer au niveau de la surface luminale des capillaires (Obunike, Lutz et al. 
2001). Cependant, ce concept a été remis en question très récemment par le groupe de 
Beigneux (Davies, Beigneux et al. 2010) après la découverte d’une glycoprotéine, la 
GPIHBP1 (glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein binding protein 1) 
(Beigneux, Davies et al. 2007) qui jouerait le rôle de molécule de transfert de la LPL de la 
face basolatérale vers la face luminale des cellules endothéliales, chez la souris. Il est à noter 
que GPIHBP1 semble exprimée de manière spécifique par les cellules endothéliales micro-
vasculaires des tissus exprimant la LPL (tissu adipeux, muscle squelettique et cœur). Cette 
observation renforce la notion que les cellules endothéliales expriment des phénotypes et des 
fonctions distinctes selon le tissu dans lequel elles résident (Aird 2007). Une fois en place 
dans la lumière des capillaires, la LPL est prête à réaliser l’hydrolyse des triglycérides 
contenus dans les lipoprotéines. Cette dernière étape réactionnelle fait intervenir deux acteurs 
récemment identifiés pour faciliter cette lipolyse, à savoir l’apoA-V constitutive des 
lipoprotéines (Marcais, Verges et al. 2005) et la glycoprotéine GPIHBP1 sur l’endothélium 
(Beigneux, Davies et al. 2007; Beigneux, Davies et al. 2009) (Figure 3).  
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Figure 3. Liaison et hydrolyse des chylomicrons à la surface de l’endothélium capillaire 
(d’après Williams KJ 2008 (Williams 2008)). AGNE : acides gras non-estérifiés ; LPL : 
lipoprotéine lipase ; VLDL : very low density lipoprotein ; CAV1 : cavéoline 1 et TG : 
triglycérides. 
 L’ensemble des interactions décrites ici fait intervenir des liaisons électrostatiques 
entre les régions chargées négativement en N-terminal de la GPIHBP1 et les domaines 
protéiques chargés positivement de la LPL, de l’apoA-V et des autres apoprotéines des 
chylomicrons. De façon intéressante, l’expression de GPIHBP1 a été décrite comme étant 
régulée par les récepteurs activés par les proliférateurs de péroxysomes (peroxisome-
proliferator activated receptors , PPAR) (Davies, Waki et al. 2008). Une étude récente a 
utilisé un modèle murin où l’expression de PPAR est spécifiquement abolie dans les cellules 
endothéliales et les cellules de la moelle osseuse par un système PPAR-floxé/TIE2Cre
+
(Kanda, Brown et al. 2009). Ces souris placées sous un régime riche en graisse ont une 
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adiposité réduite et une sensibilité à l’insuline préservée malgré une augmentation notable des 
taux sériques d’acides gras libres et de triglycérides. La dysfonction du métabolisme des 
triglycérides observée chez ces animaux est associée à une inhibition de la LPL et de 
l’expression de la GPIHBP1 et une absence de vasoréactivité au niveau de la micro-
circulation. Ces observations réalisées chez la souris restent à être confirmées chez l’homme. 
2-1-B. Le passage trans-endothélial des acides gras non estérifiés
Une fois l’hydrolyse des triglycérides réalisée au niveau de cette plateforme protéique, 
les acides gras non estérifiés libérés doivent franchir l’endothélium pour accéder au 
compartiment adipocytaire du tissu adipeux. Le mécanisme permettant ce passage à travers 
les cellules endothéliales des capillaires n’est pas encore clairement élucidé. Cependant, de 
nombreuses pistes convergent vers une implication de la translocase des acides gras (Fatty 
Acid Translocase) (FAT) également appelée CD36 et de la cavéoline 1 (Williams 2008). Tout 
d’abord CD36 est exprimée à la fois par les cellules endothéliales micro-vasculaires et par les 
adipocytes, son expression étant régulée dans ces derniers par l’état d’obésité (Sfeir, Ibrahimi 
et al. 1997) et le diabète de type 2 chez l’homme (Bonen, Tandon et al. 2006). CD36 est 
localisée dans les radeaux lipidiques, localisation nécessaire à la réalisation du captage des 
acides gras à longues chaînes dans les adipocytes (Pohl, Ring et al. 2005). Les radeaux 
lipidiques sont également enrichis en cavéoline 1 dans les cellules endothéliales et les 
adipocytes. La génération d’un mutant murin cavéoline 1
-/- 
a permis de mettre en évidence le 
blocage de l’importation des acides gras non estérifiés à travers l’endothélium du tissu 
adipeux abolissant ainsi l’apparition de l’obésité induite par un régime hypercalorique 
(Razani, Combs et al. 2002). Plus récemment, une étude chez la souris, propose une 
alternative intéressante au passage trans-endothélial des acides gras (Hagberg, Falkevall et al. 
2010). Hagberg et al. ont montré que le VEGFB, en se fixant sur ses récepteurs tels que le 
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récepteur de type 1 au VEGF (VEGFR1) et la neuropiline 1, contrôle spécifiquement le 
captage endothélial des acides gras dans les tissus périphériques. De fait, la surexpression du 
VEGFB entraîne une augmentation de l’expression des transporteurs spécifiques de la famille 
des protéines de transport des acides gras (fatty acid transport proteins, FATP) 3 et 4 (FATP3 
et 4) dans l’endothélium alors que la délétion du VEGFB est associée à une diminution du 
captage et de l’accumulation des acides gras dans le muscle, le cœur et le tissu adipeux brun. 
Cependant, il reste nécessaire de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le 
transport trans-endothélial des acides gras et les voies potentielles de régulation, notamment 
au niveau du tissu adipeux blanc. 
2-1-C. La lipogenèse adipocytaire
Une fois dans le tissu adipeux, les acides gras libres sont captés par les adipocytes par 
un mécanisme de transfert passif à travers la bicouche lipidique (flip-flop) (Kleinfeld, Chu et 
al. 1997) ou par les transporteurs spécifiques des acides gras FATP1 et 4 ou CD36 (Pohl, 
Ring et al. 2004). La contribution relative des divers mécanismes de transport à travers la 
membrane adipocytaire est actuellement très controversée (Kampf and Kleinfeld 2007). Ce 
transfert semble cependant être influencé par la longueur des chaînes carbonées des acides 
gras à transporter (Schaffer and Lodish 1994; Stahl, Hirsch et al. 1999). Une fois dans le 
cytosol de l’adipocyte, le transfert des acides gras est assuré par la protéine de liaison des 
acides gras de type 4 (fatty acid binding protein-4) (FABP4)/aP2. Les acides gras sont ensuite 
transformés en acyl-coenzyme A et ré-estérifiés en triglycérides sur les fonctions alcool du 
glycérol-3-phosphate par l’action successive de trois enzymes spécifiques qui permettent le 
greffage de trois acides gras sur un squelette de glycérol phosphorylé. Cette réaction 
séquentielle fait intervenir la glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) (Bell and Coleman 
1980), l’acylglycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT) (Leung 2001) et la diacylglycérol 
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acyltransférase (DGAT) (Cases, Smith et al. 1998). Cette voie est finement régulée par divers 
nutriments et hormones tels que les acides gras polyinsaturés, l’insuline, la leptine et 
l’hormone de croissance. Cependant, l’hormone qui semble être le facteur déterminant de 
cette régulation est l’insuline qui active la lipogenèse en activant les enzymes lipogéniques 
(Kersten 2001). 
2-2. La sortie des acides gras non estérifiés 
 Le mécanisme réactionnel permettant la libération d’acides gras, à savoir la lipolyse, 
est aussi finement régulé par divers acteurs (Lafontan and Langin 2009) (Figure 4). Trois 
lipases ainsi que des protéines associées aux gouttelettes lipidiques, telles que les périlipines, 
sont impliquées dans cette régulation (Zimmermann, Lass et al. 2009). A l’état basal, en 
l’absence de stimulation, les périlipines créent une enveloppe protéique recouvrant les 
gouttelettes lipidiques qui empêche ainsi l’accès des lipases aux triglycérides de la gouttelette 
et la lipolyse. L’activation de la lipolyse débute par la fragmentation et la dispersion des 
périlipines selon un mécanisme impliquant leur phosphorylation (Marcinkiewicz, Gauthier et 
al. 2006; Miyoshi, Perfield et al. 2007). L’autre niveau de régulation de la lipolyse se joue au 
niveau des lipases. La lipase de l'adipocyte (adipose triglyceride lipase, ATGL) et la lipase 
hormono-sensible (LHS) sont nécessaires à l’hydrolyse des triglycérides et des diglycérides 
(Watt and Spriet 2010; Bezaire and Langin 2009). 
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Figure 4. Contrôle de la lipolyse dans l’adipocyte humain. NPY : neuropeptide Y ; FABP4 : 
protéine de liaison des acides gras -4 (fatty acid binding protein-4) ; AGL : acides gras libres ; 
TG : triglycérides ; DAG : diglycérides ; MAG : monoglycérides ; ATGL : adipose 
triglyceride lipase ; LHS : lipase hormono-sensible ; MGL : lipase des monoglycérides ; 
AQP7 : aquaporine 7 ; ANP : peptide natriurétique atrial et BNP : peptide natriurétique de 
type B. 
La dernière étape de la lipolyse est assurée par la lipase des monoglycérides (MGL) 
qui hydrolyse les monoglycérides en glycérol et en acides gras (Fredrikson, Tornqvist et al. 
1986). Plusieurs hormones participent à la régulation de la lipolyse en la stimulant ou en 
l’inhibant (Lafontan and Langin 2009). Si la MGL n’est pas modulable par une stimulation 
hormonale, la LHS et l’ATGL sont hautement régulées par diverses hormones telles que les 
catécholamines, les peptides natriurétiques et l’insuline (Zechner, Kienesberger et al. 2009). 
L’adrénaline et la noradrénaline via une signalisation faisant intervenir des récepteurs couplés 
aux protéines de type Gs (récepteurs -adrénergiques 1/2) activent la lipolyse alors que 
l’adrénaline via des récepteurs couplés à des protéines Gi (2-adrénergiques) mais aussi 
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l’insuline, le neuropeptide Y, l’adénosine, les prostaglandines et l’acide nicotinique l’inhibent. 
De plus, une autre voie, présente exclusivement chez les primates supérieurs, est capable de 
stimuler la lipolyse. Elle implique les peptides natriurétiques et plus particulièrement l’ANP 
et le peptide natriurétique de type B (BNP) (Sengenes, Berlan et al. 2000). Ces différentes 
voies, selon qu’elles sont activatrices ou inhibitrices, régulent la phosphorylation des 
périlipines et permettent l’activation ou non des lipases par phosphorylation et ainsi la 
génération de glycérol et d’acides gras. Les produits finaux de la lipolyse sont ensuite libérés 
par l’adipocyte. Le glycérol via une diffusion facilitée à travers la bicouche lipidique grâce à 
une aquaporine (AQP7) (Kishida, Kuriyama et al. 2000) et les acides gras libres via la 
protéine de transport, FABP4. La sortie de ces acides gras du compartiment adipeux vers le 
compartiment sanguin implique également leur passage à travers l’endothélium micro-
vasculaire. Cependant, si l’on commence à comprendre les mécanismes gérant l’entrée des 
molécules dans le tissu adipeux via leur passage à travers l’endothélium, la sortie de ces 
molécules du tissu adipeux vers le compartiment sanguin n’est pas encore élucidée. Même si 
une seule étude a mis en évidence l’existence de fenestrations dans l’endothélium de la micro-
circulation du tissu adipeux chez la souris non-obèse, elle ne leur a pas attribué un rôle dans 
les échanges moléculaires entre les compartiments sanguins et adipeux (Cao, Brakenhielm et 
al. 2001). De plus, la visualisation de ces fenestrations sur les vaisseaux dans le tissu adipeux 
n’a jamais été confirmée par d’autres études. 
2-3. Influence de l’état d’obésité et de la localisation du tissu adipeux sur la fonction 
métabolique de l’endothélium 
2-3-A. L’obésité et la fonction métabolique de l’endothélium 
 Concernant les conséquences indirectes d’une potentielle dysfonction endothéliale 
dans le tissu adipeux conduisant à une baisse de la pression partielle en oxygène, quelques 
études se sont intéressées à l’influence de l’hypoxie sur les voies métaboliques de la lipolyse 
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et de la lipogenèse. De Glisezinski et al. ont décrit une réduction de la lipolyse dans les 
adipocytes de patients soumis à une hypoxie hypobare expérimentale prolongée (de 
Glisezinski, Crampes et al. 1999). En revanche, dans des études in vitro, Lolmède et al.
n’observent pas d’altération de l’activité lipolytique basale en condition hypoxique dans des 
préadipocytes murins 3T3-F442A différenciés (Lolmede, Durand de Saint Front et al. 2003). 
Plus récemment, d’autres études suggèrent une augmentation du processus de lipolyse en 
réponse à l’hypoxie. Tout d’abord, l’hypoxie pourrait contribuer à activer la lipolyse en 
induisant une résistance à l’insuline. En effet, les voies de signalisation insulinique sont 
inhibées par l’hypoxie (Kang, Brown et al. 2007; Regazzetti, Peraldi et al. 2009; Yin, Gao et 
al. 2009) (Figure 5) même si dans un premier temps l’insuline induit l’expression d’HIF-1
(Treins, Giorgetti-Peraldi et al. 2002; Treins, Giorgetti-Peraldi et al. 2005). L’insuline est 
capable de diminuer la dégradation de la sous-unité alpha d’HIF-1 par le protéasome grâce à 
l’activation des voies de signalisation PI3K–AKT et MAPK-ERK (MEKK) dans les cellules 
épithéliales et les adipocytes (Regazzetti, Bost et al. 2010; Treins, Giorgetti-Peraldi et al. 
2002). Cependant, l’hypoxie, via HIF-1, empêche la phosphorylation du récepteur à 
l’insuline, normalement induite en normoxie par la liaison de l’insuline à son récepteur, dans 
les adipocytes humains et murins. Cette inhibition de la signalisation insulinique est 
rapidement annulée lors d’un retour à la normoxie ou d’une inhibition de l’activité d’HIF-1
(Regazzetti, Peraldi et al. 2009). De plus, dans les adipocytes murins, l’hypoxie entraîne un 
blocage du captage du glucose, normalement induit par l’insuline, via une diminution 
d’expression des sous-unités bêta du récepteur à l’insuline (Insulin receptor-, IR) et d’un de 
ses substrats cellulaires, l’IRS-1 (Insulin receptor substrate-1) (Yin, Gao et al. 2009). Etant 
donné que l’insuline inhibe la lipolyse et stimule la synthèse d’acides gras (Jaworski, Sarkadi-
Nagy et al. 2007), la perte du signal insulinique pourrait promouvoir la lipolyse. De même, 
l’inhibition de PPAR par l’hypoxie (Yun, Maecker et al. 2002) pourrait être un autre 
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mécanisme de promotion de la lipolyse et contribuer à l’augmentation des taux plasmatiques 
d’acides gras via une diminution de l’expression des protéines impliquées dans le captage, la 
synthèse et le stockage des acides gras (Berger and Moller 2002; Evans, Barish et al. 2004). 
Figure 5. La signalisation de l’insuline et l’hypoxie. L'action de l'insuline sur ses tissus cibles 
est relayée par un récepteur (IR) hétéro-tétramérique composé de deux sous-unités alpha 
extracellulaires qui lient l'insuline et de deux sous-unités béta qui possèdent une activité 
tyrosine kinase (TK) intracellulaire. La liaison de l'insuline à son récepteur entraîne 
l'autophosphorylation des sous-unités bêta sur un certain nombre de tyrosines. Cette 
autophosphorylation stimule l'activité TK du récepteur envers des substrats cellulaires (IRSs, 
Shc, notamment), dont le rôle est de transmettre le signal "insuline" à l'intérieur de la cellule. 
Ceci conduit aux effets biologiques de l’hormone : régulation de la lipogenèse, de la lipolyse, 
du transport de glucose, de la synthèse de glycogène, de la synthèse protéique pour le versant 
métabolique et régulation de la prolifération et de l’apoptose pour le versant croissance 
cellulaire. L’hypoxie, via HIF-1, inhibe la phosphorylation d’IR, diminue l’expression de ses 
sous-unités bêta ainsi que l’expression du substrat IRS-1 conduisant à un blocage du captage 
du glucose. 
2-3-B. La localisation du tissu adipeux et l’état d’hypertrophie adipocytaire
Concernant une altération potentielle du rôle des cellules endothéliales dans le captage 
des acides gras avec l’obésité, aucune étude n’a à ce jour étudié spécifiquement les 
modifications éventuelles des cellules endothéliales du tissu adipeux humain en fonction de 
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l’état d’obésité et des localisations anatomiques du tissu adipeux. Cependant, il est bien 
reconnu que l’état d’hypertrophie adipocytaire, reflet d’une lipogenèse élevée associée à une 
lipolyse diminuée, est augmenté avec l’obésité et est différent selon les localisations de tissus 
adipeux. Les adipocytes du tissu adipeux sous-cutané sont plus hypertrophiés que ceux issus 
du compartiment viscéral (Tchernof, Belanger et al. 2006; Ledoux, Coupaye et al. 2009). De 
plus, même si de nombreuses publications présentent des résultats contradictoires, il est admis 
que les adipocytes issus du tissu adipeux viscéral ont des capacités lipogéniques réduites 
(Ortega, Mayas et al. 2010) et une meilleure capacité lipolytique que ceux du territoire sous-
cutané (Arner 1995). Il serait donc particulièrement intéressant de déterminer si l’expression 
endothéliale de GPIHBP1 et des transporteurs d’acides gras est modulée par l’obésité et la 
localisation de la masse adipeuse. 
 Outre son rôle direct, mais aussi indirect via la modulation du flux sanguin, au niveau 
du contrôle du métabolisme adipocytaire, l’extension adéquate de l’endothélium et le 
maintien de son intégrité sont nécessaires au développement tissulaire. La présence de zones 
locales d’hypoxie et/ou d’une réaction inflammatoire locale sont des facteurs indirects 
contribuant à la modulation de la circulation in situ qui pourraient être impliqués dans les 
altérations associées à l’obésité.
3. L’endothélium et le développement du tissu adipeux au cours de l’obésité 
 Le développement excessif du tissu adipeux se caractérise par une phase 
d’hypertrophie cellulaire qui se prolonge dans le cas des obésités massives par une 
hyperplasie adipocytaire (Bjorntorp 1971; Maumus, Sengenes et al. 2008). De plus, les études 
récentes de Spalding et al. (Spalding, Arner et al. 2008), en accord avec les études plus 
anciennes de Knittle et al. (Knittle, Timmers et al. 1979), montrent que les patients obèses 
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présentent des adipocytes de plus grande taille et un plus grand nombre d’adipocytes par 
rapport aux patients normo-pondérés. L’utilisation de la technique de détection au carbone 14 
(dérivée des tests de bombes nucléaires pendant les périodes 1955-1963) dans l’ADN 
génomique des adipocytes de patients nés avant et après les tests nucléaires a permis de 
déterminer le renouvellement des adipocytes. Les résultats montrent que la moitié des 
adipocytes serait remplacée tous les 8,3 ans. Ces nouveaux adipocytes proviennent de la 
différenciation d’une cellule non différenciée appelée préadipocyte, présente dans la fraction 
stroma-vasculaire du tissu adipeux humain adulte, lors du processus d’adipogenèse. 
3-1. Le développement du tissu adipeux et le processus de différenciation adipocytaire 
ou adipogenèse 
 La différenciation adipocytaire proprement dite ou adipogenèse représente le passage 
du préadipocyte à l’adipocyte mature au sein du tissu adipeux. Après une phase de croissance 
exponentielle, le précurseur déterminé vers la lignée adipocytaire ou adipoblaste marque un 
arrêt de croissance à confluence. Ces cellules deviennent alors des préadipocytes et 
s’engagent dans l’adipogenèse proprement dite. Tout au long du processus d’adipogenèse, se 
succèdent différents événements morphologiques, biochimiques et moléculaires, regroupés en 
deux catégories : les événements précoces et tardifs. Il est à noter que les mécanismes de 
différenciation adipocytaire ont été déterminés principalement à partir d’approches réalisées 
sur des modèles murins et sur des lignées préadipocytaires murines issues de la lignée de 
fibroblastes 3T3. Les événements précoces concernent en particulier le remodelage de la 
matrice extracellulaire et du cytosquelette. Au cours de la différenciation adipocytaire, la 
composition de la matrice extracellulaire est fortement modifiée. D’une structure riche en 
fibronectine, sa composition va évoluer vers une structure de type lame basale, composée 
essentiellement de laminine, de collagène IV et d’entactine (Lilla, Stickens et al. 2002). Des 
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changements dans la forme de la cellule sont observés et explicables par une possible 
réorganisation du réseau intracellulaire d’actine (Spiegelman and Farmer 1982). Durant cette 
phase, les préadipocytes ont une activité mitochondriale et un nombre de mitochondries 
accrus (De Pauw, Tejerina et al. 2009). A la suite de ces événements précoces, les 
préadipocytes sont dits « engagés dans la différenciation adipocytaire ». Enfin, une étape de 
maturation terminale permet d’obtenir les adipocytes matures. Les changements 
morphologiques majeurs qui accompagnent la différenciation adipocytaire, tels que 
l’arrondissement des cellules et l’accumulation progressive de vacuoles lipidiques dans le 
cytoplasme, sont la conséquence de variations d’expression d’un très grand nombre de gènes. 
Cette reprogrammation génétique profonde est sous le contrôle de facteurs de transcription 
pro- ou anti-adipogéniques dont les principaux sont les PPARs, les C/EBPs 
(CCAAT/enhancer binding proteins), le facteur FOXC2 (Forkhead box C2) et le facteur 
ADD1/SREBP-1c (Adipocyte determination and differentiation factor 1/sterol regulatory 
element binding protein-1c) (Farmer 2006; Rosen and MacDougald 2006) (Figure 6). Les 
travaux réalisés dans notre laboratoire ont montré que la fraction stroma-vasculaire du tissu 
adipeux humain contient des cellules caractérisées par l’expression du marqueur des cellules 
souches hématopoïétiques CD34 et l’absence du marqueur endothélial CD31 qui, en condition 
adipogénique, expriment des transcrits spécifiques des adipocytes. De plus, ces cellules 
différenciées présentent des activités fonctionnelles, métaboliques et sécrétoires des 
adipocytes matures (Sengenes, Lolmede et al. 2005).
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Figure 6. Contrôle transcriptionnel de l’adipogenèse (d’après Valet P 2002 (Valet, Tavernier 
et al. 2002)). Après prolifération des préadipocytes, la différenciation est induite par plusieurs 
familles de facteurs de transcription. Les facteurs C/EBP (CCAAT-enhancer binding 
proteins ) et C/EBP sont exprimés en premier, suivis par l’expression des récepteurs activés 
par les proliférateurs de péroxysomes (peroxisome-proliferator activated receptors , 
PPAR), qui à leur tour activent C/EBP. C/EBP exerce un contrôle positif en retour sur 
PPAR pour maintenir la différenciation. Le facteur ADD1/SREBP1c (adipocyte 
determination and differentiation factor 1/Sterol responsive element binding protein 1c) peut 
augmenter l’activité transcriptionnelle de PPAR. Ces facteurs induisent l’expression des 
gènes qui caractérisent le phénotype adipocytaire différencié. Le facteur FOXC2 (forkhead 
box C2) active également les gènes qui stimulent la différenciation adipocytaire (C/EBP, 
PPAR et ADD1/SREBP1). 
3-2. La localisation du tissu adipeux et l’adipogenèse 
 Les cellules de la fraction stroma-vasculaire issues du tissu adipeux sous-cutané 
prolifèrent plus rapidement que celles issues des régions viscérales (Van Harmelen, Rohrig et 
al. 2004; Tchkonia, Tchoukalova et al. 2005). En revanche, ces études présentent des résultats 
contradictoires quant aux capacités adipogéniques des préadipocytes selon la localisation du 
tissu adipeux. Si Van Harmelen et al. ne notent aucune différence dans ces capacités, le 
groupe de Kirkland observe que les préadipocytes isolés de tissus adipeux sous-cutanés 
présentent une accumulation de lipides et une expression de PPAR et de C/EBP plus 
importante que ceux issus des territoires adipeux viscéraux, suggérant une capacité 
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adipogénique supérieure (Tchkonia, Giorgadze et al. 2002; Tchkonia, Tchoukalova et al. 
2005). Le débat reste ouvert, il est vraisemblable que des sous-populations de préadipocytes 
pourraient exister et expliquer certaines disparités de réponse. 
3-3. Influence des cellules endothéliales sur l’adipogenèse 
 Les travaux réalisés au laboratoire ont permis de mettre en évidence que les milieux 
conditionnés par les cellules endothéliales du tissu adipeux humain, isolées de la fraction 
stroma-vasculaire à l’aide de billes magnétiques anti-CD34 et anti-CD31, stimulent fortement 
la prolifération des cellules progénitrices CD34
+
/CD31
-
 (Maumus, Sengenes et al. 2008). 
Parmi les facteurs impliqués dans cette prolifération, on retrouve le VEGFA, la leptine, 
l’interleukine 6 et l’acide lysophosphatidique (lysophosphatidic acid, LPA). Une étude 
précédente, sans toutefois identifier les facteurs pro-proliférants impliqués, avait déjà montré 
que les milieux conditionnés par les cellules endothéliales isolées des tissus adipeux sous-
cutanés et viscéraux augmentaient la prolifération des préadipocytes de la fraction stroma-
vasculaire de ces mêmes tissus (Hutley, Herington et al. 2001). Ce groupe a également montré 
un effet pro-adipogénique des cellules endothéliales isolées des tissus adipeux sous-cutanés et 
viscéraux sur les préadipocytes isolés de ces tissus (Hutley, Shurety et al. 2004). Cet effet 
semble induit spécifiquement par le facteur de croissance FGF1. Une autre étude, réalisée sur 
un modèle certes plus contestable, HUVEC/3T3-L1, a montré que la co-culture de ces deux 
types cellulaires augmentait la prolifération des préadipocytes mais également leur 
différenciation en adipocytes via un mécanisme mettant en jeu le récepteur de type 2 au 
VEGF (VEGFR2) (Lai, Jayaraman et al. 2009). 
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3-4. Influence de l’hypoxie sur l’adipogenèse 
 Nos études réalisées sur les cellules CD34
+
/CD31
-
 natives du tissu adipeux humain 
montrent que ces cellules expriment des niveaux de HIF-1 positivement corrélés à l’indice 
de masse corporelle des patients, suggérant le développement d’un état hypoxique de ces 
cellules avec le développement de l’obésité in situ (Maumus, Sengenes et al. 2008). De plus, 
la culture de ces cellules en condition hypoxique conduit à une augmentation de leur 
prolifération (Maumus, Sengenes et al. 2008), suggérant ainsi que l’hypoxie stimule la 
prolifération des cellules progénitrices du tissu adipeux. De nombreuses études se sont 
intéressées aux effets de l’hypoxie sur la différenciation adipocytaire, utilisant pour cela des 
systèmes cellulaires variés tels que les préadipocytes 3T3-L1 ou les cellules stromales issues 
de la moelle osseuse. Les résultats obtenus avec ces deux types de système cellulaire ne 
permettent pas l’établissement d’une réponse claire quant à l’effet de l’hypoxie sur la 
différenciation adipocytaire. En effet, la plupart des études conclue que l’hypoxie ou l’action 
d'un mimétique chimique de l'hypoxie (CoCl2) inhibe la différenciation des adipocytes (Yun, 
Maecker et al. 2002; Carriere, Carmona et al. 2004; Kim, Song et al. 2005; Zhou, 
Lechpammer et al. 2005; Lin, Lee et al. 2006). Cependant, une de ces études employant les 
cellules stromales issues de la moelle osseuse de souris suggère que l’hypoxie augmente leur 
différenciation en adipocytes (Ren, Cao et al. 2006). L’imputation des différentes réponses 
observées aux différents types cellulaires utilisés ou à des conditions de culture particulières 
n’est pas claire. Les mécanismes impliqués dans la médiation de cet arrêt de différenciation 
par l’hypoxie semblent, eux aussi, multiples. L’un impliquant la production mitochondriale 
d’espèces réactives de l’oxygène et l’activation du facteur CHOP-10 (C/EBP-homologous 
protein) indépendamment d’HIF-1 (Carriere, Carmona et al. 2004), l’autre mettant en jeu le 
facteur DEC1/Stra13 et une inhibition de l’expression d’un facteur de transcription clé, 
PPAR (Yun, Maecker et al. 2002) (Figure 7). Ce dernier mécanisme semble associé à une 
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activation hypoxique de la protéine kinase dépendante de l’adénosine monophosphate 
(AMPK), ce qui inhiberait la phase précoce d’expansion clonale impliquée dans 
l’adipogenèse (Kim, Song et al. 2005). Une étude récente démontre qu’une hypoxie 
chronique, mimée par la desferrioxamine, inhibe la différenciation adipocytaire des cellules 
souches mésenchymateuses humaines via la voie de signalisation du facteur de croissance 
transformant (transforming growth factor, TGF) /Smad3 (Zhou, Lechpammer et al. 2005). 
Figure 7. Réponse cellulaire à l’hypoxie via l’intervention du facteur de transcription sensible 
à l’hypoxie, HIF-1 (d’après Trayhurn P 2008 (Trayhurn, Wang et al. 2008)). O2 : oxygène ; 
ROS : reactive oxygen species ; C/EBP : CCAAT-enhancer binding protein ; CHOP-10 
: C/EBP-homologous protein ; PPAR : peroxisome-proliferator activated receptors . 
 A travers le maintien d’un environnement tissulaire normoxique, l’endothélium, joue 
donc un rôle clé dans la régulation de la fonction métabolique du tissu adipeux. De plus, outre 
son action régulatrice au niveau des échanges d’oxygène entre compartiments sanguins et 
tissulaires, l’endothélium gère également le passage de cellules entre ces deux compartiments, 
influant ainsi sur la composante inflammatoire du tissu adipeux. 
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4. L’endothélium et l’inflammation dans le tissu adipeux 
 Plusieurs études ont montré une accumulation de cellules inflammatoires au sein du 
tissu adipeux de souris ou de patients obèses. Weisberg et al. (Weisberg, McCann et al. 2003) 
et Xu et al. (Xu, Barnes et al. 2003) ont montré, dans différents modèles d’obésité chez la 
souris, une accumulation de macrophages inflammatoires dans le tissu adipeux de souris 
obèses concomitante avec le développement de la résistance à l’insuline. Cette accumulation 
de macrophages avec l’obésité a également été rapportée chez l’homme (Weisberg, McCann 
et al. 2003) (Curat, Miranville et al. 2004). Plus récemment, plusieurs équipes ont démontré 
chez l’homme et dans divers modèles murins une accumulation plus précoce de lymphocytes 
T dans le tissu adipeux avec l’obésité (Kintscher, Hartge et al. 2008; Duffaut, Galitzky et al. 
2009; Duffaut, Zakaroff-Girard et al. 2009; Feuerer, Herrero et al. 2009; Nishimura, Manabe 
et al. 2009; Winer, Chan et al. 2009). Ces lymphocytes joueraient un rôle majeur tant dans 
l’accumulation ultérieure des macrophages que dans le développement du diabète de type 2 
(Feuerer, Herrero et al. 2009; Nishimura, Manabe et al. 2009; Winer, Chan et al. 2009). 
4-1. La diapédèse des cellules immunes à travers l’endothélium 
 Le passage de cellules immunes, dans le tissu adipeux, à travers l’endothélium 
nécessite une activation des cellules endothéliales qui le composent afin d’augmenter la 
perméabilité vasculaire. Les cellules endothéliales activées expriment alors des molécules 
d’adhésion permettant le ralentissement des leucocytes. Elles sécrètent également des 
chémokines et des cytokines (Salmi and Jalkanen 2005) pour attirer ces leucocytes au site de 
l’inflammation. Or, notre équipe (Bouloumie, Marumo et al. 1999) ainsi que d’autres 
(Yamagishi, Edelstein et al. 2001) ont montré que les cellules endothéliales sont capables 
d’augmenter leur expression de la protéine chémotactique des monocytes de type 1 (monocyte 
chemotactic protein 1, MCP1) en réponse à une stimulation par la leptine. L’attachement des 
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leucocytes à l’endothélium se fait par l’interaction, respectivement, des intégrines et des 
molécules d’adhésion. Le passage des leucocytes à travers l’endothélium, la diapédèse, fait 
intervenir une molécule d’adhésion particulière gérant les contacts cellule/cellule, PECAM1 
ou CD31 (Cook-Mills and Deem 2005). 
* Les molécules d’adhésion : Les mécanismes potentiellement impliqués dans le 
passage des leucocytes à travers l’endothélium du tissu adipeux sont assez controversés. En 
effet, si la présence de la molécule d’adhésion intercellulaire de type 1 (intercellular adhesion 
molecule, ICAM1) sur l’endothélium de la micro-circulation du tissu adipeux est indiscutable, 
l’implication de cette molécule dans le passage des leucocytes n’est pas claire. Une étude n'a 
pas permis de mettre en évidence de différence d’infiltration leucocytaire dans des modèles 
murins sauvages ou mutés pour ICAM1 (Robker, Collins et al. 2004) alors que l’inhibition de 
l’entrée des neutrophiles et des monocytes dans le tissu adipeux de souris traitées par 
administration de la forme soluble de cette molécule est efficace (Wang, Babic et al. 2005). 
Quoiqu’il en soit, les sécrétions adipocytaires sont décrites pour augmenter l’expression 
d’ICAM1 et de PECAM1 sur les cellules endothéliales isolées à partir de tissus adipeux 
humains et pour augmenter la diapédèse des monocytes sanguins à travers une couche 
confluente de cellules endothéliales in vitro (Curat, Miranville et al. 2004).  
 * Les chémokines : Les cellules endothéliales activées sécrètent des chémokines et des 
cytokines (Salmi and Jalkanen 2005). Parmi ces chémokines, de nombreuses telles que 
l’interleukine 8, MCP1 et la protéine inflammatoire des macrophages (macrophage 
inflammatory protein, MIP) sont augmentées avec l’adiposité chez l’animal mais aussi chez 
l’homme (Bouloumie, Curat et al. 2005; Dahlman, Kaaman et al. 2005). Plusieurs études ont 
montré l’importance de la chémokine MCP1 dans l’infiltration macrophagique au sein du 
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tissu adipeux. Dans des modèles murins transgéniques, une surexpression de MCP1 conduit à 
une augmentation de cette infiltration et à l'apparition d'une résistance à l’insuline (Kamei, 
Tobe et al. 2006; Kanda, Tateya et al. 2006), alors qu’une déficience en MCP1 diminue cette 
extravasation et prévient la résistance à l’insuline induite par un régime gras (Kanda, Tateya 
et al. 2006). Dans les mêmes conditions, une délétion de l’expression du récepteur au MCP1 
(CCR2) diminue le nombre de macrophages dans le tissu adipeux, et améliore l’inflammation 
et la résistance systémique à l’insuline (Weisberg, Hunter et al. 2006). MCP1 semble être une 
molécule clé de l’inflammation dans le tissu adipeux bien que certaines données 
contradictoires aient montré l’absence d’effet du CCR2 sur l’infiltration macrophagique et la 
sensibilité à l’insuline sous régime gras dans un autre fond génétique murin (Chen, Mumick et 
al. 2005). L’entrée des lymphocytes dans le tissu adipeux a également été montré et 
l’implication de la chémokine CCL20 dans la régulation de cette entrée avec l’obésité a été 
suggérée (Duffaut, Zakaroff-Girard et al. 2009). Lorsque les cellules endothéliales sont 
activées par l’action du facteur  de nécrose des tumeurs (tumor necrosis factor-, TNF-), 
facteur inflammatoire sécrété par le tissu adipeux des sujets obèses, ces dernières augmentent 
leur expression d’intégrines et de molécules d’adhésion. Cette activation est inhibée par un 
pré-traitement avec des doses physiologiques d’adiponectine (Ouchi, Kihara et al. 1999) 
(Figure 8). La leptine qui partage des similarités structurales et fonctionnelles avec la cytokine 
inflammatoire, interleukine 6, peut induire, à la fois, l’inflammation et l’angiogenèse 
(Fantuzzi and Faggioni 2000) (Figure 8). Elle est, en effet, capable d’augmenter la 
perméabilité de l’endothélium qui est une étape commune dans la mise en place de ces deux 
processus (Cao, Brakenhielm et al. 2001).  
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Figure 8. Effet des sécrétions adipocytaires sur le mécanisme de diapédèse (d’après Sengenes 
C 2007 (Sengenes, Miranville et al. 2007)). ICAM1 : intercellular adhesion molecule 1 ; 
PECAM1 : platelet/endothelial cell adhesion molecule 1; MCP1 : monocyte chemotactic 
protein 1 ; IL6 et 8 : interleukines 6 et 8 et TNF- : tumor necrosis factor-. 
4-2. La localisation du tissu adipeux et l’inflammation
 Concernant l’accumulation des cellules inflammatoires dans les différents dépôts 
adipeux, des études ont montré que le contenu en macrophages (Cancello, Tordjman et al. 
2006) et en lymphocytes (Duffaut, Zakaroff-Girard et al. 2009) du tissu adipeux viscéral est 
plus important que celui du tissu adipeux sous-cutané, chez l’homme. De plus, dans leur 
étude, Cancello et al. révèlent l’existence d’une corrélation entre l’augmentation des 
macrophages et un mauvais score de lésions fibro-inflammatoires hépatiques, dans le tissu 
adipeux viscéral des patients mais pas dans le tissu sous-cutané. L’étude de Duffaut et al., 
quant à elle, a apporté un élément de réponse dans l’élucidation du mécanisme d’entrée des 
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lymphocytes dans le tissu adipeux viscéral via la chémokine CCL20 qui est plus exprimée 
dans le tissu adipeux viscéral que dans le sous-cutané. Par ailleurs, de nombreuses études, se 
basant sur l’expression différentielle des gènes impliqués dans l’inflammation, ont mis en 
évidence un profil d’expression plus pro-inflammatoire dans le tissu adipeux viscéral que 
dans le tissu adipeux sous-cutané (Alvehus, Buren et al. 2010; O'Rourke, Metcalf et al. 2009; 
Samaras, Botelho et al. 2009). Le tissu adipeux glutéal, quant à lui, possède un niveau de 
macrophages identique à celui du tissu adipeux viscéral (Curat, Miranville et al. 2004) et 
aucune donnée comparable n’est disponible sur la quantité de lymphocytes dans ces deux 
territoires adipeux. 
4-3. Influence de l’hypoxie sur l’inflammation 
 Le lien étroit qui semble exister entre l’hypoxie et l’inflammation dans le tissu adipeux 
a été mis en évidence récemment chez la souris obèse (Ye, Gao et al. 2007; Rausch, Weisberg 
et al. 2008). La diminution d’oxygénation et l’augmentation de l’expression de gènes 
inflammatoires dans le tissu adipeux de ces souris sont clairement dues à leur obésité (Ye, 
Gao et al. 2007). En effet, ces processus sont diminués lors d’une restriction calorique 
associée à une perte de poids. Les auteurs ont également vérifié in vitro que l’hypoxie 
augmentait directement l’expression de ces gènes inflammatoires dans les adipocytes et les 
macrophages de souris normo-pondérées. La deuxième étude a permis de visualiser la 
colocalisation des zones locales d’hypoxie avec des zones riches en macrophages dans le tissu 
adipeux des souris obèses ainsi que la présence de nombreux lymphocytes T cytotoxiques 
(Rausch, Weisberg et al. 2008). Il semblerait donc que l’hypoxie participe à l’établissement 
du contexte pro-inflammatoire observé dans le tissu adipeux lors du développement de 
l’obésité, du moins chez la souris. 
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 Ces mécanismes, hypoxiques et inflammatoires, sont régulés en première instance par 
l’endothélium avant de s’installer au niveau tissulaire. Une fois mis en place dans les tissus, 
ils peuvent, à leur tour, influer sur l’endothélium en activant son extension via les processus 
complexes que sont la vasculogenèse et l’angiogenèse. Le chapitre suivant sera donc consacré 
à l’explicitation de ces processus dans le tissu adipeux lors de son expansion au cours de 
l’obésité. 
5. L’extension des réseaux vasculaires du tissu adipeux 
 Une extension coordonnée des réseaux vasculaires avec le développement tissulaire 
est nécessaire pour maintenir l’homéostasie tissulaire. Lors du développement normal du tissu 
adipeux chez la souris, les études de Cho et al. ont clairement démontré que des zones de néo-
vascularisation apparaissaient au niveau du tissu épididymaire en cours de développement 
(Cho, Koh et al. 2007). Des expériences de greffes de préadipocytes murins chez la souris ont 
aussi montré que la formation consécutive du panicule adipeux était associée avec le 
développement d’une vascularisation (Green and Kehinde 1979; Neels, Thinnes et al. 2004). 
Ainsi l’adipogenèse et la néovascularisation sont des processus qui semblent être coordonnés 
et liés.  
5-1. L’extension des réseaux vasculaires et l’obésité 
 Dans le développement excessif du tissu adipeux conduisant à l’obésité, les approches 
de Nishimura et al,. réalisées sur les souris ob/ob, ont montré l’apparition de zones de 
néovascularisation dans le tissu adipeux concomitante avec l’apparition de petits adipocytes 
(Nishimura, Manabe et al. 2007). Les études du laboratoire ont montré, dans le tissu adipeux 
humain, que le pourcentage de cellules endothéliales identifiées par les marqueurs CD34 et 
CD31 en cytométrie en flux était constant quelque soit l’indice de masse corporelle des 
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patients, suggérant donc que l’extension de la vascularisation accompagne le développement 
du tissu adipeux chez l’homme (Miranville, Heeschen et al. 2004). Or, deux processus de 
néovascularisation interviennent dans l’embryon mais également chez l’adulte afin de 
permettre l’extension des réseaux vasculaires ; la vasculogenèse et l’angiogenèse. 
5-2. La vasculogenèse 
 La vasculogenèse est la différenciation des précurseurs endothéliaux et leur 
assemblage en un réseau vasculaire primitif (Risau 1995). Au cours du développement 
embryonnaire, ce processus survient au niveau extra- et intra-embryonnaire. Au niveau du 
mésoderme, les cellules mésenchymateuses s’assemblent pour former des îlots sanguins 
contenant des précurseurs communs des cellules endothéliales et hématopoïétiques, les 
hémangioblastes. Ces cellules, lorsqu’elles se situent en périphérie des îlots se différencient 
en angioblastes ou précurseurs des cellules endothéliales, alors que celles réparties au centre 
conduisent aux précurseurs des cellules hématopoïétiques. Les hémangioblastes se 
caractérisent par l’expression précoce des marqueurs CD34 et du VEGFR2 (Yamaguchi, 
Dumont et al. 1993; Moore 2002). Longtemps considérée comme étant un mécanisme 
intervenant uniquement dans la formation des néovaisseaux de l’embryon, la vasculogenèse a 
aujourd’hui un rôle avéré dans le développement vasculaire physiologique et pathologique de 
l’adulte. 
5-2-A. La vasculogenèse adulte 
Les cellules endothéliales circulantes ont été isolées et caractérisées chez l’adulte 
(Asahara, Murohara et al. 1997; Shi, Rafii et al. 1998; Gehling, Ergun et al. 2000; Lin, 
Weisdorf et al. 2000). In vitro, ces cellules se différencient en cellules endothéliales. In vivo, 
elles intègrent les sites de néovascularisation, comme les tumeurs et les territoires 
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ischémiques, où elles sont incorporées dans les néovaisseaux (Asahara, Masuda et al. 1999; 
Cogle and Scott 2004; Urbich and Dimmeler 2004; Urbich and Dimmeler 2004). Ces 
précurseurs des cellules endothéliales (EPCs) expriment les marqueurs CD34 et VEGFR2, 
communs aux angioblastes et hémangioblastes embryonnaires, ainsi que la cadhérine de 
l’endothélium vasculaire (vascular endothelial cadherin, VE-cadherin) et le récepteur 
orphelin, AC133 (Peichev, Naiyer et al. 2000). L’expression de ce dernier marqueur régresse 
puis disparaît lorsque les EPCs se différencient en cellules endothéliales matures. De 
nombreux signaux, tels que l’hypoxie, les traumas vasculaires et divers facteurs de croissance 
stimulent la mobilisation et le recrutement des EPCs et, par conséquent, la vasculogenèse à 
l’âge adulte (Takahashi, Kalka et al. 1999; Luttun, Carmeliet et al. 2002). Le VEGF, 
notamment, joue un rôle majeur. Il induit le recrutement des EPCs, à la fois en agissant 
comme facteur chémo-attractant et en favorisant la stimulation des EPCs ainsi que la 
perméabilité de la paroi vasculaire (Luttun, Carmeliet et al. 2002). 
5-2-B. La vasculogenèse dans le tissu adipeux 
De façon intéressante, en 2004, Neels et al., en analysant les mécanismes moléculaires 
associés au développement de panicules adipeux et à leur vascularisation (Neels, Thinnes et 
al. 2004), ont pu montrer que les néovaisseaux émergeaient du bourgeonnement de vaisseaux 
préexistants de l'hôte et que les EPCs ne jouaient qu’un rôle minime dans ce processus, chez 
la souris. Plus récemment, Tam et al. ont étudié l’implication des cellules souches de la 
moelle osseuse dans la vasculogenèse in situ dans le tissu adipeux mammaire en utilisant des 
cellules marquées par une molécule fluorescente verte (Green fluorescent protein, GFP) sous 
le contrôle du promoteur endothélial TIE2. Ils ont ainsi mis en évidence la présence de moins 
de 0,8% de cellules endothéliales GFP
+
 dans le panicule adipeux mammaire démontrant ainsi
que les cellules issues de la moelle osseuse jouent un rôle négligeable dans la 
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néovascularisation du tissu adipeux chez la souris, du moins au niveau de cette localisation 
particulière (Tam, Duda et al. 2009). Les travaux du laboratoire ont montré que les cellules 
progénitrices natives CD34
+
/CD31
-
, présentes dans le tissu adipeux humain, expriment, en 
condition de culture endothéliale, des marqueurs phénotypiques des cellules endothéliales 
(vWF et CD31) et s’organisent en réseaux. De plus, leur injection à des souris athymiques 
avec une ischémie de la patte arrière conduit à une augmentation du flux sanguin et de la 
densité capillaire du muscle ischémié (Miranville, Heeschen et al. 2004). Ces approches 
suggèrent donc que le tissu adipeux adulte contient une population de cellules progénitrices 
endothéliales. Cependant, leur rôle dans la vasculogenèse in situ reste à démontrer. 
5-3. L’angiogenèse 
 L’angiogenèse est définie comme l’extension et le remodelage des réseaux vasculaires 
préexistants. L’angiogenèse peut se dérouler suivant deux mécanismes majoritaires, par 
bourgeonnement et intussusception. 
5-3-A. L’angiogenèse par bourgeonnement 
Ce mécanisme est relativement complexe, invasif et lent à se mettre en place. Il résulte 
de l’action coordonnée de multiples signaux antagonistes (Conway, Collen et al. 2001) et fait 
intervenir une succession d’étapes bien définies (Figure 9).  
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Figure 9. Les différentes étapes du processus d’angiogenèse (d’après Distler JW 2003 
(Distler, Hirth et al. 2003)). NO : monoxyde d’azote ; VEGF : vascular endothelial growth 
factor ; CML : cellules musculaires lisses ; MEC : matrice extra-cellulaire ; TGF- : 
transforming growth factor- ; MMPs : matrix metalloproteinases ; PGF : placental growth 
factor ; EGF : epidermal growth factor ; CE : cellules endothéliales ; FGF : fibroblast growth 
factor ; PDGF : platelet-derived growth factor ; TNF- : tumor necrosis factor- ; Ang2 : 
angiopoïétine 2 ; CM : cellules mésenchymateuses et PC : péricytes. 
 La première étape nécessite la vasodilatation des vaisseaux en réponse au NO et une 
augmentation de leur perméabilité suite à la redistribution à la membrane des molécules 
d’adhésion telles que PECAM1 et la VE-cadherin. Cette étape se doit d’être finement régulée, 
car si l’augmentation de la perméabilité vasculaire est nécessaire à l’angiogenèse, une 
perméabilité excessive serait dramatique pour l’intégrité du tissu (passage aspécifique de 
protéines plasmatiques et/ou de cellules immuno-inflammatoires, par exemple) et sa bonne 
irrigation. C’est pour cette raison que de nombreuses molécules sont impliquées dans le 
contrôle coordonné de la cohésion de l’endothélium (Figure 10). 
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Figure 10. Les principales protéines d’adhésion de la fente endothéliale (d’après Wallez Y 
2008 (Wallez and Huber 2008)). Les claudines, les JAMs (junctional adhesion molecules) et 
les ESAM (endothelial cell selective adhesion molecule) sont localisés dans les jonctions 
serrées, la VE-cadherin dans les jonctions adhérentes et les connexines dans les gaps 
jonctions. PECAM1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule) est en dehors de ces 
structures. Les jonctions serrées et adhérentes sont liées au cytosquelette d’actine et la VE-
cadherin peut également être associée aux filaments de vimentine dans quelques lits 
vasculaires. 
De plus, l’intervention correcte du couple d’antagonistes angiopoïétine 
1/angiopoïétine 2 et de leur récepteur endothélial TIE2 est primordiale (Saharinen, Eklund et 
al. 2008). En effet, l’angiopoïétine 1 est un inhibiteur naturel de la perméabilité vasculaire 
(Thurston, Rudge et al. 2000) alors que l’angiopoïétine 2 favorise la déstabilisation et le 
remodelage vasculaire via le détachement des cellules musculaires lisses et la perte du support 
matriciel des vaisseaux (Maisonpierre, Suri et al. 1997; Gale and Yancopoulos 1999). Ce 
remodelage matriciel implique la dégradation locale de la matrice extracellulaire assurée par 
des protéases spécifiques telles que l’activateur du plasminogène (uPA) et les 
métalloprotéases matricielles (MMPs) (Lakka, Gondi et al. 2003). Ceci permet la libération de 
certains facteurs de croissance piégés jusqu’alors dans la matrice comme le bFGF (basic 
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fibroblast growth factor), le VEGF et l’IGF1 (insulin-like growth factor 1) (Roy, Zhang et al. 
2006; van Hinsbergh and Koolwijk 2008). 
 Débute alors la deuxième étape qui consiste en la prolifération et la migration des 
cellules endothéliales jusqu’alors maintenues quiescentes. Cet état quiescent perdure grâce à 
l’action coordonnée de facteurs angiogéniques et angiostatiques. L’angiogenèse peut être 
induite par un excès de facteurs angiogéniques et/ou un déficit de facteurs angiostatiques. Des 
études in vitro ont permis d’identifier de nombreux facteurs doués de propriétés 
angiogéniques comme l’adiponectine (Ouchi, Kobayashi et al. 2004), le FGF, le FGF, le 
TGF-, le TGF-, le PDGF (platelet-derived growth factor), le PGF (placental growth 
factor), l’HGF (hepatocyte growth factor), le TNF-, l’interleukine 8 et les prostaglandines 
PGE1 et PGE2 (Folkman and Shing 1992), mais aucun d’eux n’est spécifique des cellules 
endothéliales. Le seul facteur de croissance reconnu pour être spécifique des cellules 
endothéliales est le VEGF qui se fixe sur son récepteur bien exprimé dans les cellules 
endothéliales, le VEGFR2. Plusieurs études récentes ont mis en évidence l’importance d’un 
autre couple ligand/récepteur impliqué dans la spécialisation des cellules endothéliales durant 
la formation d’un réseau vasculaire fonctionnel, il s’agit des éléments de signalisation 
Notch/Delta-like ligand 4 (Dll4) et Jagged1 (Hellstrom, Phng et al. 2007; Siekmann and 
Lawson 2007; Suchting, Freitas et al. 2007; Benedito, Roca et al. 2009). Parmi les facteurs 
inhibiteurs de l’angiogenèse on peut citer, entre autres, l’angiostatine, l’endostatine et les 
thrombospondines. En réponse à ces facteurs les cellules endothéliales migrent, ce qui 
nécessite une adaptation de leur forme qui conduit à leur étirement et à l’émission de 
multiples pseudopodes. Leur surface se trouve donc largement augmentée permettant le 
développement de multiples contacts avec la matrice extracellulaire. Dans ce contexte, 
l’expression des récepteurs responsables de l’adhérence cellule-matrice est naturellement 
augmentée. Les intégrines sont les principaux récepteurs de cette matrice extracellulaire. 
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L’intégrine la plus étudiée, dans l’angiogenèse, est l’intégrine V3 (Eliceiri and Cheresh 
1999). Cette intégrine est surexprimée dans les vaisseaux des tumeurs, au cours de la 
réparation tissulaire et de la néovascularisation de la rétine. Des données récentes révèlent que 
les vaisseaux et les axones utilisent les mêmes signaux et les mêmes mécanismes pour 
naviguer à travers le corps. Dans le système vasculaire, l’extrémité libre du capillaire en 
croissance porte une cellule motile spécialisée, appelée « tip cell », qui régule l’extension du 
bourgeon en répondant à des signaux attractifs ou répulsifs, dans un environnement 
hautement hypoxique (Cho, Koh et al. 2007) (Figure 11). Quatre facteurs majeurs de guidance 
neuronale, auxquels sont sensibles les cônes de croissance des axones, ont étés identifiés : 
Semaphorines, Ephrins, Slits et Netrines, ainsi que leurs récepteurs neuropilines, Eph, 
roundabouts (Robo) et uncoordinated-5 (UNC-5). Ces complexes ligands/récepteurs sont 
maintenant reconnus pour jouer un rôle dans l’angiogenèse développementale et tumorale 
(Klagsbrun and Eichmann 2005).  
 Pour finaliser l’angiogenèse par bourgeonnement, les cellules endothéliales 
s’organisent entre elles et se différencient pour former l’endothélium du vaisseau néoformé. 
Cette différenciation est fortement influencée par le micro-environnement local et permet 
l’émergence de vaisseaux hétérogènes contenant, par exemple, des fenestrations ou des 
jonctions serrées. Enfin, ce bourgeon de vaisseau subit une maturation par la synthèse de 
nouveaux supports matriciels (matrice extracellulaire et lame basale) ainsi que le recrutement 
des cellules péri-endothéliales afin de reconstituer la média du nouveau vaisseau sanguin. 
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Figure 11. L’angiogenèse par bourgeonnement (d’après (Carmeliet, De Smet et al. 2009)). 1. 
En réponse à l’hypoxie, les cellules non-vascularisées déposent du VEGF en forme de 
gradient (indiqué ici par un rouge fadant où la couleur la plus intense représente la plus forte 
concentration). 2. Les cellules endothéliales (CEs) exposées aux plus fortes concentrations de 
VEGF sont sélectionnées comme « tip cell ». 3. Les « tip cell » bourgeonnent et envahissent 
les tissus environnants par l'extension de nombreux filopodes. 4. Le bourgeon s'allonge par 
prolifération des CEs en arrière de la « tip cell ». 5. La nouvelle branche de vaisseau se 
connecte à une autre branche par fusion des « tip cell ». 6. La formation d'une lumière 
vasculaire permet l'initiation de la circulation sanguine et l’oxygénation du tissu, ce qui réduit 
les niveaux de VEGF. 7. La maturation et la stabilisation du plexus naissant repose sur le 
recrutement de péricytes et le dépôt de matrice extracellulaire. 8. Dans le système vasculaire 
établi, les CEs adoptent un phénotype endothélial quiescent. 
5-3-B. L’angiogenèse par intussusception 
Ce mécanisme est plus rapide et favorise des géométries vasculaires très variées. Ce 
phénomène correspond à la séparation en deux parties d’un vaisseau préexistant par migration 
vers l’intérieur des cellules endothéliales (Figure 12). Les endothéliums, qui se rapprochent et 
fusionnent, appartiennent à un même vaisseau préexistant. Ceci crée une séparation à 
l’intérieur même de la lumière vasculaire et aboutit à la formation de deux vaisseaux sanguins 
de diamètre inférieur (Burri, Hlushchuk et al. 2004). Les mécanismes moléculaires impliqués 
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dans ce type d’angiogenèse ne sont pas élucidés malgré l’apparente implication de 
l’intussusception dans l’angiogenèse tumorale après l’arrêt des traitements anti-tumoraux tels 
que les thérapies impliquant des facteurs anti-angiogéniques et les radiations (Hlushchuk, 
Riesterer et al. 2008). Bien qu’elle soit décrite depuis le début du XIX
ème 
siècle, ce ne sont 
que les récents progrès réalisés dans la visualisation des vaisseaux en deux et trois dimensions 
qui ont permis de démontrer la survenue de l’intussusception in vivo et de l’étudier.  
Figure 12. L’angiogenèse par intussusception (d’après (Burri, Hlushchuk et al. 2004)). Le 
processus débute avec une saillie des murs capillaires opposés dans la lumière du vaisseau (a 
et b). Après l’établissement de contact inter-endothéliaux (c), la bicouche de cellules 
endothéliales et leurs membranes basales sont perforées en leur centre et les piliers 
nouvellement formés, augmentent de circonférence, après avoir été envahis par des 
fibroblastes et des péricytes qui produisent des fibrilles de collagène (d). 
 Chez l’adulte, ces deux mécanismes d’angiogenèse, par bourgeonnement et 
intussusception, ainsi que la vasculogenèse sont mis en œuvre de façon coordonnée lors du 
développement et du remodelage des réseaux vasculaires sanguins. Chez la femme, ils 
participent chaque mois, avant la menstruation, à l’élaboration de la muqueuse qui tapisse 
l’utérus et, après la fécondation, à la formation du placenta. L’angiogenèse intervient 
également dans la cicatrisation, la réparation osseuse et à la suite d’une ischémie, dans la 
réparation des lésions tissulaires mais aussi lors de la croissance tissulaire. 
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5-3-C. L’angiogenèse dans le tissu adipeux 
Deux observations réalisées sur des modèles murins suggèrent que les processus de 
néovascularisation du tissu adipeux font intervenir principalement des processus 
d’angiogenèse par bourgeonnement. En effet, Cho et al. montrent la présence de « tip cells » 
dans le tissu adipeux (Cho, Koh et al. 2007) et Neels et al. décrivent le bourgeonnement des 
cellules endothéliales préexistantes de l’hôte qui revascularisent le greffon de cellules 
progénitrices (Neels, Thinnes et al. 2004).  
 * Les adipokines angiogéniques : Le tissu adipeux possède d’importantes propriétés 
angiogéniques connues depuis longtemps et utilisées empiriquement en chirurgie réparatrice 
(Goldsmith, Duckett et al. 1975; Goldsmith, Duckett et al. 1978; Cooper, Pearson et al. 1987). 
La plupart des facteurs angiogéniques énumérés dans le tableau 2 ont déjà été décrits pour être 
sécrétés par les cellules adipeuses grâce à l’utilisation de modèles in vitro de préadipocytes ou 
d’adipocytes en culture (Bouloumie, Lolmede et al. 2002; Salgado, Reis et al. 2009) (Tableau 
2). La leptine, dont le principal site de production est le tissu adipeux, est également un 
puissant inducteur de la migration et de la prolifération des cellules endothéliales, comme 
l’ont démontré notre équipe (Bouloumie, Drexler et al. 1998) et d’autres groupes (Sierra-
Honigmann, Nath et al. 1998; Cao, Brakenhielm et al. 2001; Ribatti, Nico et al. 2001; 
Goldstein and Scalia 2007). L’adiponectine est également décrite pour avoir des propriétés 
angiogéniques bien que son action pro- ou anti-angiogénique soit débattue (Brakenhielm, 
Veitonmaki et al. 2004; Ouchi, Kobayashi et al. 2004). En effet, les études d’Ouchi et al. ont 
démontré, in vitro, que l’adiponectine stimule la migration des cellules endothéliales et la 
formation de tubes et qu’in vivo elle stimule l’angiogenèse alors que les études réalisées dans 
le même temps par Brakenhielm et al. ont démontré strictement l’inverse (Brakenhielm, 
Veitonmaki et al. 2004; Ouchi, Kobayashi et al. 2004).  
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Tableau 2. Les facteurs angiogéniques adipocytaires et leur modulation par l’obésité et la 
localisation du tissu adipeux chez l’homme. 
Facteur Effet de l’obésité Effet de la localisation du TA 
VEGFA  
 plasmatique (Silha, Krsek et al. 2005),  dans 
TA et AM entre 32<IMC<45 (Fain, Madan et al. 
2004),  dans TA mais  dans AM SC et VS 
(Dolinkova, Dostalova et al. 2008) 
+ dans TA VS obèse que dans TA 
SC obèse (Miyazawa-Hoshimoto, 
Takahashi et al. 2003; Fain, 
Madan et al. 2004), + dans AM 
obèse du SC que dans AM obèse 
du VS (Dolinkova, Dostalova et 
al. 2008) 
VEGFC 
 plasmatique (Silha, Krsek et al. 2005),  dans 
AM VS (Dolinkova, Dostalova et al. 2008) 
Pas de différence significative 
dans TA et AM SC/VS 
(Dolinkova, Dostalova et al. 
2008) 
Angiopoïétine 1 ND ND 
Angiopoïétine 2   plasmatique (Silha, Krsek et al. 2005),  dans 
TA SC (Skopkova, Penesova et al. 2007) 
ND 
Angiopoïetine-like 
4 (FIAF)  
 plasmatique (Stejskal, Karpisek et al. 2008), 
dans TA SC et VS qu’à partir d’une obésité sévère 
(ARNm) (Vendrell, Maymo-Masip et al. 2010) 
+ dans TA SC que dans VS 
quelque soit l’IMC (ARNm) 
(Vendrell, Maymo-Masip et al.) 
bFGF  
 bFGF (ARNm et protéine) dans préadipocytes 
du TA VS (Teichert-Kuliszewska, Hamilton et al. 
1992), résultats non retrouvés dans TA et AM en 
SC (Mejhert, Galitzky et al. 2010) 
ND 
HGF  
 plasmatique (Rehman, Considine et al. 2003; 
Silha, Krsek et al. 2005),  dans TA SC 
(Skopkova, Penesova et al. 2007),  dans TA et 
AM entre 32<IMC<45 (Fain, Madan et al. 2004), 
 plasmatique,  de la sécrétion par les AM mais 
expression ARNm  (Bell, Ward et al. 2006) 
ND 
PGF ND ND 
IGF-1 
 plasmatique avec IMC et  avec quantité de 
graisse VS (Marin, Kvist et al. 1993; Rasmussen, 
Frystyk et al. 1994),  plasmatique de la fraction 
libre d’IGF-1 (Nam, Lee et al. 1997), 
expression dans TA SC (Skopkova, Penesova et 
al. 2007) 
ND 
Angiostatine ND ND 
Endostatine  plasmatique (Silha, Krsek et al. 2005) ND 
Thrombospondines 
(Thbs) 
 Thbs1 dans TA SC (Varma, Yao-Borengasser et 
al. 2008). ND pour Thbs2 
+ Thbs1 dans TA VS obèse que 
dans TA SC obèse (Ramis, 
Franssen-van Hal et al. 2002). ND 
pour Thbs2 
PAI1 
 plasmatique (Vague, Juhan-Vague et al. 1989), 
dans TA et AM (Eriksson, Reynisdottir et al. 
1998),  dans TA et AM entre 32<IMC<45 
(Fain, Madan et al. 2004) 
+ dans TA VS obèse que dans TA 
SC obèse (Alessi, Peiretti et al. 
1997; Fain, Madan et al. 2004) 
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Facteur Effet de l’obésité Effet de la localisation du TA 
Interleukines 
 IL6 dans TA SC et VS (Bruun, Lihn et al. 2004), 
 IL6 dans TA SC (Skopkova, Penesova et al. 
2007),  IL6 dans TA VS (Dolinkova, Dostalova 
et al. 2008),  plasmatique d’IL8 (Straczkowski, 
Dzienis-Straczkowska et al. 2002),  IL8 dans 
TA SC et VS (Bruun, Lihn et al. 2004) 
 IL6 dans AM et TA SC/VS 
(Dolinkova, Dostalova et al. 
2008), + IL6 et IL8 dans TA VS 
que dans TA SC (Bruun, Lihn et 
al. 2004) 
MMPs   plasmatique de MMP2 et MMP9 (Derosa, 
Ferrari et al. 2008) 
ND pour MMP2 et MMP9 
TIMPs 
 (TIMP1 et 2) dans TA SC (Skopkova, Penesova 
et al. 2007),  TIMP1 dans TA SC (Kralisch, 
Bluher et al. 2007),  TIMP1 dans AM VS 
(Maury, Ehala-Aleksejev et al. 2007) 
ND pour TIMP 1 et 2  
Ténomoduline  dans TA SC (Saiki, Olsson et al. 2009) + dans TA SC que TA VS (Saiki, 
Olsson et al. 2009) 
Ostéonectine 
 plasmatique (Takahashi, Nagaretani et al. 2001), 
 dans TA SC et VS (Kos, Wong et al. 2009) 
+ dans TA SC que TA VS (Kos, 
Wong et al. 2009) 
Monoxyde d’azote 
 plasmatique (Choi, Pai et al. 2001),  eNOS 
(ARNm et protéine) et iNOS dans TA SC 
(Elizalde, Ryden et al. 2000; Engeli, Janke et al. 
2004) 
+ d’expression de la protéine 
eNOS dans TA VS que dans SC 
(Ryden, Elizalde et al. 2001) 
Angiogénine  plasmatique (Silha, Krsek et al. 2005) ND 
Adiponectine 
 plasmatique (Arita, Kihara et al. 1999; Silha, 
Krsek et al. 2005; Dolinkova, Dostalova et al. 
2008),  dans TA et AM (SC et VS) entre 
32<IMC<45 (Fain, Madan et al. 2004),  dans TA 
SC et VS (Lihn, Bruun et al. 2004) 
+ dans TA SC que TA VS de 
sujets minces mais pas de 
différence chez les obèses (Lihn, 
Bruun et al. 2004) 
Apeline  plasmatique (Boucher, Masri et al. 2005) ND 
Résistine 
 plasmatique et dans TA SC et VS (Dolinkova, 
Dostalova et al. 2008),  dans TA SC (Savage, 
Sewter et al. 2001) 
 dans TA et AM SC/VS 
(Dolinkova, Dostalova et al. 
2008),  dans TA SC/VS 
(McTernan, McTernan et al. 
2002) 
Leptine  
 plasmatique (Considine, Sinha et al. 1996; 
Silha, Krsek et al. 2005; Dolinkova, Dostalova et 
al. 2008),  dans TA SC (Skopkova, Penesova et 
al. 2007) 
+ d’expression et de sécrétion 
dans le TA SC que dans le TA VS 
(Russell, Petersen et al. 1998; Van 
Harmelen, Reynisdottir et al. 
1998) 
VEGF : vascular endothelial growth factor ; bFGF : basic fibroblast growth factor ; HGF : 
hepatocyte growth factor ; PGF : Placental growth factor ; IGF : insulin-like growth factor ; 
PAI1 : plasminogen activator inhibitor 1 ; MMPs : matrix metalloproteinases ; TIMPs : tissue 
inhibitor of metalloproteinases ; AM : adipocytes matures ; IMC : indice de masse corporelle ; 
SC : sous-cutané ; TA : tissu adipeux ; VS : viscéral ; ND : non déterminé. 
  	
  
 
Comme observé dans d'autres tissus, le développement des réseaux vasculaires au sein du 
tissu adipeux résulte de l’action coordonnée de facteurs pro- et anti-angiogéniques. En effet, 
plusieurs études ont également décrit l’augmentation de facteurs endogènes inhibiteurs de 
l’angiogenèse tels que l’endostatine, la thrombospondine 1 et la forme soluble du VEGFR2, 
en parallèle de l’augmentation des facteurs pro-angiogéniques, chez des sujets obèses ou en 
surpoids (Silha, Krsek et al. 2005; Voros, Maquoi et al. 2005). L’expression et la modulation 
de nombreuses métalloprotéases et inhibiteurs endogènes des MMPs (TIMP) ont également 
été décrites au cours de la différenciation des préadipocytes en culture et du développement 
du tissu adipeux chez différents modèles animaux d’obésité (Bouloumie, Sengenes et al. 
2001; Lijnen, Maquoi et al. 2002; Maquoi, Munaut et al. 2002; Chavey, Mari et al. 2003).  
* Les facteurs de remodelage : Les angiopoïétines 1 et 2 contrôlent le remodelage 
vasculaire via leur liaison au récepteur TIE2. L’angiopoïétine 1 a une action stabilisatrice et 
de maturation des vaisseaux sanguins alors que l’angiopoïétine 2 induit la déstabilisation des 
vaisseaux et favorise leur remodelage. Le facteur de transcription FOXC2, activateur de 
l’adipogenèse, contrôle également l’angiogenèse et le remodelage vasculaire (Xue, Cao et al. 
2008). En effet, FOXC2 surexprimé dans les adipocytes, transactive l’expression de 
l’angoipoïétine 2 et induit une hyper vascularisation associée à une désorganisation 
structurale des réseaux vasculaires. Cette déstructuration passe par un mauvais adressage des 
cellules musculaires lisses et des péricytes, normalement retrouvés au niveau des artères, en 
faveur de la micro-circulation. Chez la souris, les cellules endothéliales expriment TIE2 et 
l’angiopoïétine 2 alors que les adipocytes expriment majoritairement l’angiopoïétine 1 
(Dallabrida, Zurakowski et al. 2003). L’expression de l’angiopoïétine 1 est diminuée dans 
toutes les situations de remodelages tissulaires, que ce soit lors de pertes (souris traitées par 
un inhibiteur de l’angiogenèse qui induit une diminution du dépôt adipeux) ou de prises de 
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poids (souris ob/ob). Au contraire, lorsque les souris reçoivent, par injection, un plasmide 
codant l’angiopoïétine 1, on assiste à une perte de poids corporel ainsi qu’à une diminution 
des dépôts adipeux (Dallabrida, Zurakowski et al. 2003). L’angiopoïétine 1 est donc 
impliquée dans le contrôle du développement du tissu adipeux. 
* Les approches anti-angiogéniques : Chez des souris obèses ou en cours 
d’engraissement l'’inhibition du développement du système capillaire sanguin, par 
administration de composés anti-angiogéniques (Rupnick, Panigrahy et al. 2002; Fukumura, 
Ushiyama et al. 2003; Brakenhielm, Cao et al. 2004) ou d’un peptide pro-apoptotique 
(Kolonin, Saha et al. 2004) dirigé contre les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins 
peut prévenir l’obésité et/ou la diminuer. Cette limitation du développement du tissu adipeux 
chez la souris en régime gras peut également être induite par des approches utilisant des 
anticorps bloquants du récepteur au VEGF de type 2 mais pas de type 1 (Tam, Duda et al. 
2009). De plus, chez un modèle murin d’obésité induite par l’alimentation, Lijnen et al. ont 
montré que l’inactivation du PGF abolit le développement du tissu adipeux, du moins en 
partie, à cause d’une angiogenèse réduite (Lijnen, Christiaens et al. 2006), suggérant que cette 
adipokine pourrait participer au contrôle de l’angiogénèse. Les facteurs anti-angiogéniques, 
angiostatine et endostatine, ont également un rôle de frein sur le développement de l’obésité, 
lorsqu’ils sont introduits chez la souris ob/ob (Rupnick, Panigrahy et al. 2002). Certains 
produits naturels dérivés de notre alimentation peuvent également avoir des effets anti-obésité 
via leur action inhibitrice sur l’angiogenèse, comme les polyphénols par exemple (Ejaz, Wu et 
al. 2009). Les polyphénols, notamment ceux présents dans le vin rouge, ont un rôle protecteur 
sur la sphère cardiovasculaire en réduisant l’hypertension et la dysfonction endothéliale 
(Kane, Etienne-Selloum et al. 2010; Sarr, Chataigneau et al. 2006; Walter, Etienne-Selloum et 
al. 2008). L’ensemble des approches anti-angiogéniques, développées chez la souris et ayant 
un impact sur leur stade d’obésité, ont été listées par Cao en 2010 (Cao 2010) (Tableau 3). 
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Tableau 3. Effets anti-obésité des modulateurs de l’angiogenèse dans les modèles animaux 
(d’après Cao, Y 2010 (Cao 2010)). 
Inhibiteur de 
l’angiogenèse 
Modèle 
murin 
Poids 
corporel 
Sensibilité 
à l’insuline 
Angiogenèse Références 
TNP-470 Régime 
gras 
  Inhibition (Rupnick, Panigrahy et al. 2002; 
Brakenhielm, Cao et al. 2004) 
CKD-732 
(analogue du 
TNP-470) 
Ob/ob  ND Inhibition (Kim, An et al. 2007) 
Inhibiteurs des 
MMPs 
(Galardia et 
Bay-129566) 
Régime 
gras  ND Inhibition 
(Lijnen, Maquoi et al. 2002; 
Rupnick, Panigrahy et al. 2002; 
Chavey, Mari et al. 2003; 
Demeulemeester, Collen et al. 
2005) 
Endostatine Ob/ob  ND Inhibition (Rupnick, Panigrahy et al. 
2002) 
Thalidomide Ob/ob  ND Inhibition (Rupnick, Panigrahy et al. 
2002) 
Angiostatine Ob/ob  ND Inhibition (Rupnick, Panigrahy et al. 
2002) 
Anti-VEGFR Régime 
gras 
Pas 
d’effet 
ND Inhibition (Fukumura, Ushiyama et al. 
2003; Tam, Duda et al. 2009) 
Anti-PGF Régime 
gras 
 Pas d’effet Inhibition (Lijnen, Christiaens et al. 2006; 
Christiaens, Voros et al. 2007) 
EGCG 
(catechin du 
thé) 
Régime 
gras et 
ob/ob 
 ND Inhibition 
(Cao and Cao 1999; Klaus, 
Pultz et al. 2005; Lin, Della-
Fera et al. 2005; Kao, Chang et 
al. 2006; Hill, Coates et al. 
2007) 
Curcumin 
(polyphénols) 
Régime 
gras 
 ND Inhibition (Ejaz, Wu et al. 2009) 
Adiponectine* Ob/ob   Stimulation 
et inhibition 
(Saltiel 2001; Brakenhielm, 
Veitonmaki et al. 2004; Seeley, 
D'Alessio et al. 2004; 
Yamauchi, Nio et al. 2007) 
Leptine Ob/ob   Stimulation (O'Rahilly 1998; Friedman 
2000) 
MMP : matrix metalloprotease ; EGCG : epigallocatechin-3-gallate ; ND : non determine ; 
PGF : placental growth factor ; VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor. 
*L’adiponectine a été décrite pour être à la fois un agent anti-angiogénique et pro-
angiogénique (voir les references (Ouchi, Kobayashi et al. 2004; Landskroner-Eiger, Qian et 
al. 2009)).  
  	
  
 
* L’hypoxie : Le rôle de l’hypoxie dans la modulation de l’angiogenèse a été mis en 
évidence via des études sur le développement tumoral. En effet, l’hypoxie, très présente au 
sein des tumeurs, induit la stabilisation du facteur de transcription sensible à l’hypoxie, HIF-
1, ce qui permet l’activation de la transcription de nombreuses familles de gènes dont ceux 
contrôlant l’angiogenèse (pour revue (Harris 2002; Semenza 2003)). Au niveau du tissu 
adipeux, les expériences de Cho et al. chez la souris montrent une colocalisation des zones 
hypoxiques du tissu adipeux épidydimaire révélées par le pimonidazole avec les zones 
d’angiogenèse (Cho, Koh et al. 2007). Il a été montré que l’expression de la leptine par les 
adipocytes, facteur augmenté par l’état d’obésité et décrit pour son action pro-angiogénique 
(Bouloumie, Drexler et al. 1998; Sierra-Honigmann, Nath et al. 1998), est régulée par 
l’hypoxie et HIF-1 (Ambrosini, Nath et al. 2002; Grosfeld, Andre et al. 2002; Grosfeld, 
Zilberfarb et al. 2002). Ceci a été confirmé in vitro par l’induction de l’expression de la 
leptine en réponse à l’hypoxie (1% O2), dans des préadipocytes humains (Wang, Mariman et 
al. 2008). Outre la leptine, l’expression d’un autre facteur pro-angiogénique est décrite pour 
être augmentée en réponse à l’hypoxie dans les adipocytes, le VEGF (Lolmede, Durand de 
Saint Front et al. 2003). 
* L’inflammation : La régulation de l’angiogenèse par les signaux inflammatoires a 
largement été décrite. Le rôle des facteurs pro-angiogéniques dans la stimulation simultanée 
de l’angiogenèse et de l’inflammation au sein du tissu adipeux en expansion a été clairement 
établi chez la souris (Rophael, Craft et al. 2007). Récemment, une étude réalisée chez la souris 
a montré que les macrophages exprimant le marqueur spécifique des vaisseaux lymphatiques, 
(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1, LYVE1), sont nécessaires à 
l’angiogenèse au sein du tissu adipeux via l’activation de la voie de signalisation du VEGFA 
dépendant de l’hypoxie (Cho, Koh et al. 2007). Les études réalisées au laboratoire ont montré 
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que, chez l’homme, les macrophages qui s’accumulent dans le tissu adipeux présentent un 
phénotype équivalent, i.e. expriment le marqueur LYVE-1. De plus, leur isolement sélectif, à 
l’aide de billes magnétiques, a montré qu’ils sont les principaux producteurs et sécréteurs de 
la protéine MMP-9, impliquée dans le remodelage matriciel lors de l’angiogenèse. Enfin, ils 
présentent des effets pro-angiogéniques sur les cellules endothéliales et les cellules 
progénitrices isolées à partir du tissu adipeux humain (Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008). 
Les travaux de Pang et al. chez la souris ont confirmé ce phénotype pro-angiogénique des 
macrophages du tissu adipeux et montré que, via leur production du facteur pro-angiogénique 
PDGF en réponse à l’hypoxie locale, les macrophages sont également capables d’induire la 
formation de tubes par les cellules endothéliales (Pang, Gao et al. 2008). 
* Les facteurs de stress : Un processus de néovascularisation dans le tissu adipeux 
brun mais également dans le tissu adipeux blanc a également été observé chez la souris 
soumise à un protocole de mise au froid (passage de 30°C à 4°C) (Xue, Petrovic et al. 2009). 
Ce processus est accompagné d’une augmentation de l’expression dans ces tissus, à 4°C du 
facteur pro-angiogénique VEGF et d’une diminution de l’expression du facteur anti-
angiogénique, la thrombospondine. Les auteurs ont également démontré que l’angiogenèse 
induite par l’exposition à 4°C se faisait de façon indépendante de l’hypoxie. Des expériences 
utilisant des anticorps bloquants des récepteurs 1 et 2 au VEGF ont permis de mettre en 
évidence que seul le VEGFR2 était impliqué dans l’induction de l’angiogenèse en réponse au 
froid. Une étude antérieure chez la souris avait déjà apporté des éléments de réponse sur 
l’implication du stress, notamment l’exposition au froid (4°C), sur le remodelage du tissu 
adipeux et l’activation de l’angiogenèse in situ (prise de poids) (Kuo, Kitlinska et al. 2007). 
En effet, chez ces animaux stressés, l’augmentation de la sécrétion du neuropeptide Y et de 
l’activation de son récepteur (NPY2R) stimulent l’angiogenèse, l’accumulation de cellules 
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inflammatoires et la prolifération et la différenciation de nouveaux adipocytes conduisant à 
une augmentation de leur masse adipeuse abdominale.
* La localisation du tissu adipeux : Très peu de données sont disponibles concernant 
l’influence de la localisation des dépôts adipeux sur l'expansion de leur micro-circulation. 
Ainsi une seule étude décrit l’induction du processus d’angiogenèse, sur des membranes 
chorioallantoïdiennes de poulet, par des dépôts adipeux sous-cutanés et viscéraux provenant 
de sujets présentant une obésité sévère (Ledoux, Queguiner et al. 2008). En l’absence de 
normalisation par la densité en adipocytes matures, la densité vasculaire dans le tissu adipeux 
viscéral est plus importante que dans le tissu sous-cutané, cette observation est abolie après 
normalisation. De plus, cette étude ne révèle aucune différence de potentialité angiogénique 
entre les tissus adipeux issus de ces deux localisations anatomiques. En effet, dans leur 
modèle d’étude Ledoux et al. ne détectent aucune différence d’expression de cytokines et de 
facteurs angiogéniques, et notamment du VEGF, entre les tissus adipeux sous-cutanés et 
viscéraux, à l'exception de la leptine qui est plus exprimée dans le sous-cutané que dans le 
viscéral. Pourtant, des études précédentes avaient révélé une relation entre l’expression du 
VEGF et la localisation des dépôts adipeux. Miyazawa-Hoshimoto et al. décrivent une 
expression du VEGFA plus importante dans les adipocytes murins issus de tissus adipeux 
viscéraux que dans ceux issus d’une localisation sous-cutanée (Miyazawa-Hoshimoto, 
Takahashi et al. 2005). Cette étude confirme une étude préliminaire réalisée chez l’homme qui 
démontrait que l’augmentation de la sécrétion du VEGF était corrélée à l'expansion de la 
graisse viscérale et augmentée avec l’indice de masse corporelle des patients (Miyazawa-
Hoshimoto, Takahashi et al. 2003). De plus, de façon intéressante, par une évaluation, certes 
discutable, du nombre de cellules endothéliales dans différents dépôts adipeux, Van Harmelen 
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et al. montrent que la proportion de ces cellules est plus importante dans le dépôt viscéral que 
dans le sous-cutané (Van Harmelen, Rohrig et al. 2004). 
 De multiples facteurs et mécanismes sont impliqués dans la régulation de 
l’angiogenèse au sein du tissu adipeux afin de permettre la conservation d’un environnement 
propice à la survie et la fonction des cellules qui le constituent, notamment durant son 
expansion au cours du développement de l’obésité (Figure 13). 
Figure 13. Régulation de l’angiogenèse au sein du tissu adipeux (d’après Cao Y 2007 (Cao 
2007)). MMP2 et 9 : matrix metalloproteinases 2 et 9 ; VEGFA et C : vascular endothelial 
growth factor A et C ; FGF2 : fibroblast growth factor 2 ; HGF : hepatocyte growth factor ; 
TGF- : transforming growth factor- ; IL6 et 8 : interleukins 6 et 8 ; TNF- : tumor necrosis 
factor- ; PGF : placental growth factor ; IGF : insulin-like growth factor ; Ang2 : 
angiopoiétine 2. 
  
Pré-adipocytes
Adipocytes
IL8
IL6
Résistine
TGF-
HGF
VEGF-C
TNF-
IL8
IL6
Résistine
TGF-
HGF
VEGF-C
TNF-
Ang2
HGF
IGF
PGF
Monobutyrine
VEGF-C
Ang2
HGF
IGF
PGF
Monobutyrine
VEGF-C
MMP-2
MMP-9
MMP-2
MMP-9
VEGF-A
FGF-2
VEGF-A
FGF-2
MMP-2
MMP-9
MMP-2
MMP-9
Cellules inflammatoires/
macrophages
AngiogenèseAngiogenèse
Adiponectine
Relargage Relargage
Indirect
Leptine
Synergisme
Inflammation
Hypoxie
Stress
  	
  
 
 L’hypoxie, l’inflammation chronique mais également les facteurs de stress quels qu’ils 
soient, sont délétères pour l’organisme mais aussi et surtout pour le tissu adipeux et les 
cellules qui le constituent. Les cellules subissant un stress prolongé finissent par dégénérer. 
Afin d’empêcher la propagation de cellules dégénérées dans l’organisme, il existe des 
mécanismes de barrage induisant la mort de ces cellules. La sénescence cellulaire fait partie 
de ces mécanismes. Cette dernière partie aura donc pour but de présenter les différents types 
de sénescence cellulaire, leurs rôles physiologiques et leurs implications dans le tissu adipeux 
au cours de l’obésité, en se penchant plus particulièrement sur les réseaux vasculaires. 
6. La sénescence 
6-1. Généralités sur la sénescence cellulaire 
 Dans les tissus, les mécanismes de division cellulaire sont très finement régulés pour 
maintenir une balance réplicative correcte. La sénescence est un programme cellulaire 
fondamental activé en réponse à diverses situations de stress physiologique ou à une longue 
période de culture in vitro. Les cellules en sénescence ne se divisent donc plus mais peuvent 
rester dans cet état non prolifératif pendant plusieurs mois. Ceci qualifie la sénescence comme 
un programme parallèle à l’apoptose qui est considérée comme un phénomène de mort 
cellulaire programmée. Sujet de débat depuis plusieurs années, l’apparition du processus de 
sénescence in vivo a même était remise en question et le postulat d’un simple artéfact lié à la 
culture cellulaire a été émis. Depuis quelques années, il est cependant reconnu que la 
sénescence a un rôle dans la limitation du nombre de divisions cellulaires et est ainsi 
impliquée dans le vieillissement et les pathologies associées. En effet, la sénescence cellulaire 
est un état d’arrêt de prolifération dans lequel les cellules ne sont pas mortes mais présentent 
des profils d’expression génique modifiés pouvant conduire à une dérégulation de leur 
fonction cellulaire. Les cellules sénescentes restent donc intégrées dans leur environnement 
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d’origine sans pouvoir assurer leur fonction, processus qui induit des dysfonctionnements au 
niveau du tissu considéré voire de l’organisme. Par conséquent, la sénescence cellulaire est 
très largement impliquée dans le vieillissement cellulaire. Plusieurs groupes l’ont démontré in 
vivo. Une activité accrue de la protéine suppresseur de tumeur p53, marqueur des cellules 
sénescentes, entraîne l’apparition d’un vieillissement prématuré dans différents tissus chez la 
souris (Tyner, Venkatachalam et al. 2002). Dans la même mouvance d’idées, de nombreuses 
études ont démontré que l’expression d’une autre protéine suppresseur de tumeur, p16
Ink4a
, 
identifiée comme un marqueur de la sénescence cellulaire, est augmentée avec l’âge (Ito, 
Hirao et al. 2004; Krishnamurthy, Torrice et al. 2004; Janzen, Forkert et al. 2006; 
Krishnamurthy, Ramsey et al. 2006; Molofsky, Slutsky et al. 2006; Baker, Perez-Terzic et al. 
2008). Chez l’homme, des cellules endothéliales vasculaires sénescentes ont été mises en 
évidence dans les plaques d’athérosclérose et leur implication a été suggérée dans la mise en 
place des processus d'athérogenèse (Minamino, Miyauchi et al. 2002). La propagation des 
cellules cancéreuses pourrait être liée à leur incapacité à entrer en sénescence. En effet, la 
mise en évidence de la présence de foyers de sénescence cellulaire au sein de tumeurs pré-
cancéreuses mais rarement dans les stades plus avancés, suggère que les cellules cancéreuses 
ont probablement échappé à ce processus (Braig, Lee et al. 2005; Chen, Trotman et al. 2005; 
Collado, Gil et al. 2005; Michaloglou, Vredeveld et al. 2005).  
6-2. Les inducteurs de la sénescence 
 Il existe deux types d’inducteurs de la sénescence : intrinsèque (sénescence 
réplicative) et extrinsèque (sénescence induite par un stress, SIPS). 
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6-2-A. La sénescence réplicative 
La sénescence considérée comme mécanisme de régulation du potentiel prolifératif 
des cellules humaines a été décrite pour la première fois sur des fibroblastes par Hayflick et 
al. (Hayflick and Moorhead 1961). Il a ensuite été montré que de nombreux autres types 
cellulaires pouvaient entrer en sénescence comme les kératinocytes de l’épiderme, les cellules 
musculaires lisses vasculaires, les lymphocytes T, les cellules endothéliales entre autres 
(Cristofalo and Pignolo 1993; Berube, Smith et al. 1998). Le nombre maximal de divisions 
que peut réaliser un type cellulaire est très souvent défini comme étant la limite de Hayflick. 
Lorsque les cellules l’atteignent, elles entrent en sénescence dite réplicative. La culture 
cellulaire in vitro induit la sénescence réplicative du fait d’une prolifération intense des 
cellules dans de telles conditions artificielles. Ce type de sénescence est associé au 
raccourcissement excessif des télomères qui accompagne classiquement la réplication des 
cellules somatiques (Watson 1972; Olovnikov 1973) (Figure 14).  
Figure 14. La sénescence réplicative et le raccourcissement des télomères (d’après (Artandi 
and DePinho 2010)). Les télomères raccourcissent progressivement avec la division cellulaire 
en raison du problème de réplication de l’ADN à la fin des chromosomes et de l’insuffisance 
de la télomèrase. Le raccourcissement critique des télomères compromet leur coiffage et 
résulte en l’activation d’une réponse aux dommages à l’ADN qui active la protéine 
suppresseur de tumeur p53. Cette activation de p53 induit la sénescence réplicative. 
Ce fait a été expérimentalement démontré in vitro (Harley, Futcher et al. 1990) et in vivo
(pour revue (Jiang, Ju et al. 2007)). Plusieurs facteurs contribuent au raccourcissement des 
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télomères lors de la réplication des cellules somatiques. Les télomères se situent aux 
extrémités de la molécule d'ADN. Pour que la réplication ait lieu, il faut des amorces d'ARN, 
à partir desquelles l'ADN polymérase synthétise un nouveau brin d'ADN dans le sens 5'-3'. A 
la fin de la réplication cette amorce persiste du côté 5' du nouveau brin d'ADN, amorce qui 
sera dégradée mais ne sera pas remplacée par de l'ADN. De réplication en réplication, les 
télomères vont donc se raccourcir (Levy, Allsopp et al. 1992). Ce raccourcissement est 
exacerbé par l’action d’une exonucléase, qui à chaque cycle de synthèse d’ADN, décroit la 
taille de la matrice (Makarov, Hirose et al. 1997). Pour pallier à ce raccourcissement, une 
enzyme, la télomérase, a pour mission d’ajouter des télomères à l'extrémité des chromosomes. 
Cette enzyme n’est normalement exprimée que dans les cellules souches et les cellules 
germinales et n’est présente qu’à des niveaux plus faibles dans les cellules somatiques ayant 
un nombre de divisions cellulaires limité. Cependant, elle peut être réactivée dans certaines 
conditions patho-physiologiques comme le cancer (pour revue (Granger, Wright et al. 2002)). 
Les télomères jouent un rôle essentiel dans la stabilisation des chromosomes. Leur 
raccourcissement, au-delà d'une certaine limite, provoque donc des dysfonctionnements 
induisant l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire. Ceci est permis par 
l’accumulation au niveau de ces télomères de facteurs contrôlant les dommages à l’ADN et 
des protéines réparatrices. Cette sénescence est longue à se mettre en place et résulte en une 
sortie permanente du cycle cellulaire. 
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6-2-B. La sénescence induite par un stress (SIPS) 
Des facteurs liés à différents stress peuvent également induire la sénescence (Figure 
15).  
Sénescence cellulaire
« Uncapping » des télomères
Dommage au niveau de l’ADN
Stress oxydatif
Activité oncogène
Manque de nutriments/
facteurs de croissance
Contacts cellulaires incorrects
Autres
ROS
Figure 15. Les signaux activateurs de la sénescence cellulaire (d’après Ben-Porath 2005 
(Ben-Porath and Weinberg 2005)). 
Parmi ces agents on retrouve, entre autres, les radiations gamma (Di Leonardo, Linke et al. 
1994), le stress oxydatif (von Zglinicki, Saretzki et al. 1995), l’expression d’oncogènes 
(Serrano, Lin et al. 1997), qui peuvent induire une sénescence en un court laps de temps 
(quelques jours) et bien avant que la cellule n’atteigne sa limite de Hayflick. Certains stress 
physiologiques peuvent également induire la sénescence tels qu’un déficit en nutriments, en 
facteurs de croissance ou des contacts cellule-cellule et cellule-matrice anormaux (Herbert, 
Wright et al. 2002). La sénescence peut aussi être induite par un traitement avec des doses 
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sub-létales d’H2O2 (Bladier, Wolvetang et al. 1997) ou par l’interféron- qui induit des 
espèces réactives de l’oxygène et cause des dommages à l’ADN (Kim, Kang et al. 2009), 
entre autres. Ce type de sénescence est appelée sénescence précoce ou « stress induced 
premature senescence » (SIPS) (Toussaint, Royer et al. 2002). 
6-3. Les voies de signalisation intracellulaire de la sénescence 
 Quelque soit le type d’inducteurs mis en jeu pour déclencher la sénescence, ils causent 
des dommages à l’ADN qui entraînent l’activation de voies de signalisation qui conduiront à 
l’arrêt de la prolifération des cellules. Cette signalisation va faire intervenir des protéines 
réparatrices des dommages à l’ADN telles que l’histone phosphorylée H2AX, par exemple, 
qui s’accumule au niveau des cassures d’ADN double brins qui peuvent être causées, 
notamment, par les espèces réactives de l’oxygène (d'Adda di Fagagna, Reaper et al. 2003). 
Ces voies de signalisation sont multiples et parfois redondantes. A l’origine, la sénescence a 
été décrite comme un arrêt de la croissance cellulaire pour empêcher la tumorigenèse ; elle 
met en jeu les protéines suppresseurs de tumeur p53 (Dirac and Bernards 2003) et pRb 
(Dannenberg, van Rossum et al. 2000; Sage, Mulligan et al. 2000). Cependant, le système 
s'est compliqué avec l’intervention d’une autre protéine suppresseur de tumeur, p16, dont le 
niveau d’expression détermine la notion de réversibilité du processus de sénescence 
(Beausejour, Krtolica et al. 2003) (Figure 16). 
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Figure 16. Les voies de signalisation conduisant à la sénescence réversible ou irréversible 
dans les cellules humaines (d’après Beauséjour CM 2003 (Beausejour, Krtolica et al. 2003)). 
L’arrêt de croissance des cellules proliférantes (pré-sénescentes) avec un phénotype sénescent 
en réponse soit à une érosion des télomères dépendante de p53, soit à une combinaison 
d’érosion des télomères et une induction de p16, par un stimulus qui reste à définir, implique 
un arrêt réversible ou irréversible des cellules en sénescence. L’arrêt dépendant de p53 
augmente l’expression de p21 et est annulé par une inactivation de p53 ou de l’oncogène Ras. 
L’inactivation de p53 résulte en une prolifération intensive aboutissant à un état de crise, alors 
que Ras limite la prolifération cellulaire. Les cellules qui entrent en sénescence avec de hauts 
niveaux de p16 peuvent synthétiser de l’ADN (phase S) dans le cas d’une inactivation de p53 
et pRb, ou de pRb et de l’oncogène Ras, mais ne peuvent pas proliférer. 
6-3-A. La sénescence irréversible 
p16 est un inhibiteur du complexe cycline D/kinases 4,6 dépendantes des cyclines (Cdk4,6). 
Dans les cellules humaines jeunes, p16
Ink4a
 est normalement très faiblement exprimée. Dans 
ce cas, la protéine Rb est sous forme phosphorylée (active) et permet la transcription des 
gènes permettant la transition G1/S du cycle cellulaire. La régulation de l’activité de p16
Ink4a
est essentiellement retrouvée au niveau transcriptionnel (Li, Nichols et al. 1994; Hara, Smith 
et al. 1996). Les facteurs de transcription Ets 1/2 sont décrits comme étant des activateurs de 
la transcription de p16 (Lowe and Sherr 2003) alors que la protéine BMI1, membre de la 
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famille des "polycombs", inhibe son expression. Au cours du cycle cellulaire l’expression de 
p16
Ink4a
 ne varie pas. Cependant, lorsque les cellules entrent en sénescence irréversible son 
expression est augmentée (Alcorta, Xiong et al. 1996; Hara, Smith et al. 1996). Il est à noter 
que l’expression des facteurs Ets 1/2 est également augmentée (Ohtani, Zebedee et al. 2001) 
alors que l’expression de BMI1 est diminuée dans les cellules sénescentes (Itahana, Zou et al. 
2003). Lorsque p16
Ink4a
 atteint un haut niveau d’expression, elle inhibe le complexe Cycline 
D/Cdk4,6 (Figure 17). pRb se retrouve alors dans une forme hypo-phosphorylée sous laquelle 
elle peut se lier aux membres de la famille des protéines E2F pour réprimer leurs cibles 
transcriptionnelles (effecteurs de la progression dans le cycle cellulaire). Ceci aboutit à un 
arrêt irréversible de croissance pour les cellules sénescentes ayant engagé ce processus.  
Figure 17. Les voies de signalisation impliquées dans la sénescence cellulaire et les points 
d’entrée où agissent les différents inducteurs (d’après le groupe de prolifération cellulaire de 
Jesus Gil, Epigenetics, Development and Cancer Section at the Medical Research Council 
(MRC) Clinical Sciences Centre (CSC), UK, site internet en ligne). 
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6-3-B. La sénescence réversible 
 Dans un contexte de sénescence réversible, p53 est contrôlée majoritairement par deux 
voies de signalisation (Figure 17). L’une est le système de réponse aux dommages à l’ADN 
contrôlé par ATM/ATR qui stabilisent p53 au niveau post-traductionnel en le phosphorylant. 
L’autre voie agit par l'intermédiaire d’ARF (ou p14) qui n’est exprimée qu’en cas de stress 
comme la sénescence ou l’expression ectopique d’onco-protéines telles que Myc, Ras, Raf, 
E2F1 et E1A. La protéine ARF active p53 en séquestrant mdm2, une ubiquitine ligase E3, 
dans le nucléole, empêchant ainsi l’adressage de p53 vers la dégradation protéolytique 
réalisée par mdm2. Les facteurs de transcription Twist et E2F3 ainsi que BMI1 agissent 
comme des répresseurs de la transcription d’ARF. Lors d’une activation de pRb par p53, p53 
active l’inhibiteur des complexes cycline E/Cdk2, p21, ce qui lève le frein exercé sur la 
protéine Rb via sa phosphorylation. Une fois p53 activée, elle peut activer directement le 
processus de sénescence indépendamment de pRb. En effet, il a été montré que la sénescence 
dans des cellules humaines peut, dans certains cas, être induite en l’absence d’activité de la 
protéine Rb ou des membres de sa famille mais la voie de signalisation reste inconnue 
(Smogorzewska and de Lange 2002).  
 Les cellules sont donc arrêtées en phase G1 du cycle cellulaire de façon permanente 
(intervention de p16
Ink4a
) ou transitoire (intervention de p53/p21). La notion de permanence 
de cet arrêt va donc être déterminante dans le devenir des cellules. Ces processus sont régulés 
par des modifications d’acétylation au niveau des histones. 
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6-3-C. Les voies de signalisation anti-sénescence 
 Certaines voies de signalisation cellulaire peuvent s’opposer au développement de la 
sénescence. Ces voies de signalisation anti-sénescence ont majoritairement étaient mises en 
évidence par des expériences de restriction calorique conduites chez différentes espèces et 
aboutissant à une augmentation de leur longévité (Masoro 2000; Libina, Berman et al. 2003). 
Les modulateurs moléculaires impliqués dans la protection cellulaire contre la sénescence ont 
donc généralement aussi un rôle dans la régulation du métabolisme énergétique (Figure 18). 
Une voie de signalisation semble majoritairement impliquée SIRT1/AMPK (silent 
information regulator 1/AMPK). 
 En réponse aux nutriments, aux facteurs de croissance et aux hormones, la voie de 
signalisation mTOR/S6K (mammalian target of Rapamycin/S6 kinase) promeut la 
prolifération cellulaire. En revanche, dans les cellules non-proliférantes (post-mitotiques), 
mTOR/S6K promeut la sénescence cellulaire (Demidenko and Blagosklonny 2008). 
L’inhibition de cette voie augmente la longévité de nombreuses espèces (Tatar, Kopelman et 
al. 2001; Vellai, Takacs-Vellai et al. 2003; Kaeberlein, Powers et al. 2005; Powers, 
Kaeberlein et al. 2006) mais protège aussi la souris contre l’obésité (Um, Frigerio et al. 2004; 
Polak, Cybulski et al. 2008; Selman, Tullet et al. 2009). Ces études ont montré que les souris 
S6K1
-/-
 présentent également une amélioration de leurs paramètres métaboliques, notamment 
leur sensibilité à l’insuline. Autre niveau de complexité, mTOR peut être régulée 
différemment selon le tissu considéré. Dans le tissu adipeux, la restriction calorique augmente 
la signalisation via mTOR (Linford, Beyer et al. 2007). La médiation de l’action anti-
vieillissement via mTOR n’est donc pas aussi claire que cela, du moins dans le tissu adipeux. 
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Figure 18. Les voies de signalisation senseurs des nutriments et leur implication dans les 
processus liés au vieillissement cellulaire. IGF-1: insulin-like growth factor-1; PI3K : 
phosphoinositide-3-kinase ; mTOR : mammalian target of Rapamycin ; S6K : S6 kinase ; 
SIRT1 : silent information regulator 1, AMPK : adenosin monophosphate-activated protein 
kinase ; PGC-1 : peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1. 
 La voie de signalisation SIRT1/AMPK, induite notamment dans des situations de 
restriction calorique, est une voie inhibitrice de mTOR/S6K pouvant aboutir à un effet anti-
vieillissement cellulaire (pour revue (Blagosklonny 2009)). Cette voie est également capable 
d’activer PGC-1 par des mécanismes de désacétylation/phosphorylation, respectivement. 
PGC-1 est un régulateur de la biogenèse mitochondriale et de la respiration (Wu, Puigserver 
et al. 1999). Il joue un rôle central dans le maintien de l’homéostasie métabolique et 
énergétique (Puigserver, Rhee et al. 2003; Corton and Brown-Borg 2005; Feige and Auwerx 
2007). Or, les gènes impliqués dans le contrôle du métabolisme énergétique mitochondrial 
voient leur expression diminuer avec l’âge (McCarroll, Murphy et al. 2004), de façon 
concomitante à un déclin des fonctions mitochondriales (Petersen, Befroy et al. 2003; Short, 
Bigelow et al. 2005; Zahn, Sonu et al. 2006). Chez les mammifères, l’expression de PGC-1
est activée par mTOR (Cunningham, Rodgers et al. 2007). La voie de signalisation de 
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l’insuline peut également réguler PGC-1 via l’activation de la protéine kinase Akt. Akt est 
un inhibiteur direct de PGC-1 mais il peut également activer mTOR en inhibant l’AMPK 
(pour revue (Anderson and Prolla 2009)). La restriction calorique est décrite pour activer 
PGC-1, notamment dans le tissu adipeux, via une augmentation de l’expression de SIRT1 
(Anderson, Barger et al. 2008). A l’inverse, l’expression de PGC-1 est réduite dans le tissu 
adipeux des personnes obèses morbides (Semple, Crowley et al. 2004) et insulino-résistantes 
(Hammarstedt, Jansson et al. 2003). Même si certaines données sur l’implication de ces voies 
de signalisation dans un effet anti-vieillissement semblent contradictoires selon les organes 
considérés, il existe tout de même un lien particulièrement intéressant, bien que partiellement 
compris, entre restriction calorique, longévité et réversion de l’obésité. 
 L’orchestration spatio-temporelle des marqueurs associés à la sénescence et des 
régulateurs du cycle cellulaire tels que p16, p21, Cycline D, ARF ou p53 pour l’induction et 
le maintien de la sénescence n’est pas encore tout à fait comprise et semble dépendre, au 
moins pour certaines étapes, du contexte, du type cellulaire ou de l'espèce considérée. 
6-4. Les conséquences de la sénescence 
 Indépendamment du type cellulaire, les cellules sont capables d’activer le processus de 
sénescence en réponse à une prolifération accrue ou à des facteurs de stress. De plus, quel que 
soit le type de sénescence impliqué, les cellules soumises à ce processus ont des 
caractéristiques morphologiques similaires (Figure 19). 
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Figure 19. Caractéristiques des cellules sénescentes (d’après Schmitt CA 2007 (Schmitt 
2007)). Les cellules sénescentes présentent une activité -galactosidase cytoplasmique 
(précipité bleu). 
 La caractéristique majeure de la sénescence est la perte de réponse des cellules aux 
facteurs mitogènes aussi bien pour la sénescence réplicative que pour la SIPS (Cristofalo, 
Lorenzini et al. 2004). Morphologiquement, ce sont des cellules très étalées, ayant un 
cytoplasme aplati, un cytosquelette d’actine très développé, une augmentation de la 
granularité et de la vacuolisation ainsi que des contacts cellule-cellule anormaux (Schmitt 
2007). Ce sont tout de même des cellules qui ont préservé une partie de leur fonctionnalité 
même si leur taux de croissance est plus lent que celui des cellules normales. De plus, ces 
cellules présentent un profil d’expression génique altéré, caractérisé par une augmentation de 
l’expression de nombreuses molécules inflammatoires telles que ICAM1, PAI1, MCP1 et 
l’interleukine 8, entre autres (Foreman and Tang 2003; Castro, Xia et al. 2004; Shi, Hubbard 
et al. 2007). En plus de certains changements morphologiques, les bio-marqueurs identifiant 
les cellules sénescentes incluent la détection à pH6 de l’activité -galactosidase associée à la 
sénescence (SA--gal) en opposition à l’activité enzymatique lysosomale endogène détectée à 
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pH4 dans les cellules jeunes (en cycle ou quiescentes) (Burrig 1991; Dimri, Lee et al. 1995). 
Cette activité est une manifestation de l’augmentation de la masse lysosomale (Kurz, Decary 
et al. 2000) et reflète probablement l’accumulation de vacuoles autophagiques dans le 
cytoplasme des cellules sénescentes. La diminution de la capacité réplicative (Unterluggauer, 
Hutter et al. 2007) et l’augmentation de l’expression des protéines suppresseurs de tumeur 
p53, p21 et p16 sont également des bio-marqueurs des cellules sénescentes (Chen, Huang et 
al. 2006). 
6-5. Les cellules endothéliales sénescentes
 6-5-A. Régulations et caractéristiques des cellules endothéliales sénescentes 
Les cellules endothéliales entrent en sénescence en réponse à de nombreux facteurs 
tels que les agents mitogènes (Kurz, Hong et al. 2003), les molécules inflammatoires 
(Breitschopf, Zeiher et al. 2001), l’angiotensine-II (Imanishi, Hano et al. 2005), les oxydants 
et les anti-oxydants (Furumoto, Inoue et al. 1998; Kurz, Decary et al. 2004), le NO (Vasa, 
Breitschopf et al. 2000), des taux élevés de glucose (Yokoi, Fukuo et al. 2006), un régime 
alimentaire riche en cholestérol et en graisses (Shi, Hubbard et al. 2007), les produits de 
glycation précoces (advanced glycation end-products, AGEs) (Chen, Brodsky et al. 2002) et 
les dommages mitochondriaux (Schleicher, Shepherd et al. 2008) (Figure 20). Les cellules 
endothéliales sénescentes présentent des changements morphologiques, de profils 
d’expression génique et de fonctions comme la plupart des autres types cellulaires (pour revue 
(Erusalimsky and Kurz 2006)). Cependant, ces modifications ont des conséquences 
spécifiques aux fonctions des cellules endothéliales. Notamment, elles entraînent une 
diminution de leur capacité de régénération et de leur potentiel angiogénique (Fenton, Barker 
et al. 2001). En effet, l’absence d’activité télomérase et donc le raccourcissement des 
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télomères réduisent l’angiogenèse aussi bien dans les cas de tumeurs (Falchetti, Mongiardi et 
al. 2008) que dans les modèles de néovascularisation (Zaccagnini, Gaetano et al. 2005). 
Figure 20. Facteurs inducteurs de la sénescence dans les cellules endothéliales (d’après 
Erusalimsky JD 2009 (Erusalimsky 2009)). AGEs : advanced glycation end-products ; TNF-
 : tumor necrosis factor- ; FGF2 : fibroblast growth factor 2 et Ox-LDL : LDL oxydées : 
Oxidized low density lipoprotein.
 L'abolition de SIRT1 dans les cellules endothéliales induit non seulement la 
sénescence dans ces cellules (Zu, Liu et al. 2010; Ota, Akishita et al. 2007; Schleicher, 
Shepherd et al. 2008) mais diminue aussi leurs capacités angiogéniques (Potente, Ghaeni et al. 
2007; Schleicher, Shepherd et al. 2008). Des études récentes ont montré que l’expression de 
SIRT1 dans les cellules endothéliales est contrôlée par des micro-ARN, 217 (Menghini, 
Casagrande et al. 2009) et 34a (Ito, Yagi et al.) qui sont capables de diminuer l’expression de 
SIRT1 et d’induire la sénescence. Dans cette étude, la diminution des capacités angiogéniques 
(formation de tubes) de ces cellules a également été observée. Par conséquent, outre son rôle 
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dans le métabolisme énergétique et la prévention de la sénescence, SIRT1 est également 
impliquée dans la régulation de l’homéostasie vasculaire (pour revue (Guarani and Potente 
2010)).  
 Une autre fonction, affectée par l’entrée en sénescence des cellules endothéliales, est 
la capacité de réponse vasodilatatrice induite par l'endothélium. Les cellules endothéliales 
sénescentes ont des niveaux plus faibles d’activité de la eNOS et produisent moins de NO 
(Sato, Morita et al. 1993; Matsushita, Chang et al. 2001). Cette diminution de fonctionnalité 
vasodilatatrice a été associée à la sénescence in vitro par l’intermédiaire des AGEs (Chen, 
Brodsky et al. 2002) et via le diabète in vivo (Brodsky, Gealekman et al. 2004). Enfin, les 
cellules endothéliales sénescentes possèdent une activité SA--gal dans leur cytoplasme (van 
der Loo, Fenton et al. 1998). Toutes les cellules sénescentes sont arrêtées en phase G1 du 
cycle cellulaire. En revanche, contrairement aux fibroblastes, les cellules endothéliales 
présentent un contenu en ADN égal à 4N indiquant l'apparition d'une polyploïdie et une 
augmentation importante de leur entrée spontanée en apoptose (Wagner, Hampel et al. 2001). 
Or, l’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire très souvent associé au vieillissement bien 
qu’il ne soit pas retrouvé dans tous les types cellulaires entrant en sénescence. Il peut, en 
quelque sorte, terminer le processus de sénescence.
 6-5-B. Conséquence de la sénescence sur la fonction endothéliale 
L’âge est associé à la dysfonction des réseaux vasculaires observée dans certaines 
maladies vasculaires, telles que l’athérosclérose et l’hypertension. Cette dysfonction est 
principalement due au stress oxydatif et à l’inflammation de l’endothélium qui règnent au 
niveau des réseaux vasculaires dans ce type de pathologies (Rodriguez-Manas, El-Assar et al. 
2009). Des études récentes ont démontré la présence de cellules endothéliales vasculaires 
sénescentes in vivo, et ont permis d’impliquer ce processus dans la participation à l’initiation 
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et/ou à la progression de l’athérosclérose (Minamino and Komuro 2007; Erusalimsky and 
Skene 2009). Par conséquent, la sénescence des cellules endothéliales vasculaires promeut la 
dysfonction endothéliale et peut contribuer au développement des maladies vasculaires liées à 
l’âge (Figure 21).  
Figure 21. Phénotype des cellules endothéliales sénescentes et leurs conséquences patho-
physiologiques (d’après Erusalimsky JD 2009 (Erusalimsky 2009)). 
En effet, la sénescence des cellules endothéliales vasculaires a été reliée à la dysfonction 
endothéliale observée chez les sujets âgés car ces cellules présentent une diminution des 
capacités de production de NO, de l’activité de la eNOS (Matsushita, Chang et al. 2001) et 
une augmentation de la production des espèces réactives de l’oxygène (Haendeler, Hoffmann 
et al. 2003; Xin, Zhang et al. 2003). De plus, il a été démontré que la longueur des télomères 
dans les cellules endothéliales de l’aorte abdominale et de l’artère iliaque est inversement 
proportionnelle à l’âge des patients (Aviv, Khan et al. 2001). Ce raccourcissement est encore 
plus dramatique dans les artères de patients âgés qui présentent une maladie coronarienne 
(Ogami, Ikura et al. 2004) ou de l’athérosclérose (Minamino and Komuro 2007). 
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6-6. La sénescence et le tissu adipeux 
 6-6-A. La sénescence et l’obésité 
 Très peu d’études se sont intéressées à l’apparition du processus de sénescence dans le 
tissu adipeux et de ses rôles potentiels. Une des seules études sur le sujet a été réalisée très 
récemment (Minamino, Orimo et al. 2009). Dans cette étude utilisant des modèles murins 
transgéniques, Minamino et al. montrent qu’une prise alimentaire hypercalorique conduisant à 
l’obésité et à l’insulino-résistance peut induire l'apparition de cellules sénescentes dans le 
tissu adipeux avec une augmentation de l’activité SA--gal et de la protéine p53. Cette 
augmentation de la sénescence dans le tissu adipeux est présente, à la fois, dans la fraction 
adipocytaire et dans la fraction stroma-vasculaire. Ces auteurs ont également montré que le 
vieillissement cellulaire, induit génétiquement par une modification du niveau de l’activité 
télomérase (souris déficientes en Tert [telomerase reverse transcriptase]), associé à un régime 
hypercalorique favorise le développement de la résistance à l’insuline, l’augmentation de 
l’inflammation et de la sénescence dans le tissu adipeux. Dans toutes ces expériences, les 
auteurs ont également noté une augmentation de l’expression de l’histone -H2AX dans le 
tissu adipeux des souris transgéniques faisant ainsi un lien avec les espèces réactives de 
l’oxygène. Ils ont également démontré que le stress oxydatif augmente l’expression de p53 et 
des cytokines inflammatoires dans des préadipocytes humains via un mécanisme dépendent 
de NF-B. Enfin, chez l’homme, ils ont démontré que le tissu adipeux viscéral des sujets 
diabétiques présente une plus grande proportion de cellules sénescentes et une augmentation 
de l’expression des cytokines inflammatoires que chez les sujets non-diabétiques. L’ensemble 
de ces résultats souligne que la sénescence des cellules présentes dans le tissu adipeux peut 
amplifier la réponse inflammatoire et conduire au développement de la résistance à l’insuline 
et au diabète de type 2 chez les sujets obèses. Une autre étude, sans mettre en évidence de 
sénescence in situ dans le tissu adipeux, a montré que l’obésité induite par l’alimentation 
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augmente la sénescence des cellules endothéliales aortiques par un mécanisme faisant 
intervenir la signalisation via Akt, chez la souris. Cette activation chronique d’Akt conduit à 
une perte de fonction vasculaire se traduisant par une diminution de la capacité de 
bourgeonnement des cellules endothéliales, de leur activité eNOS et de leur production de NO 
ainsi qu’une diminution de la densité capillaire dans les zones ischémiées. Cette étude suggère 
un effet systémique de l’obésité sur l’induction de la sénescence vasculaire (Wang, Kim et al. 
2009).  
 L’apparition du processus de sénescence associé à un développement anormal du tissu 
adipeux est également observée chez l’homme dans d’autres circonstances que celle de 
l’obésité. En effet, les patients souffrant de lipodystrophies présentent également des 
complications métaboliques et une résistance à l’insuline (Grinspoon and Carr 2005). 
 6-6-B. La sénescence et les lipodystrophies 
 Les mutations associées aux lipodystrophies sont essentiellement retrouvées sur les 
gènes codant la seipine ou l’acyltransférase AGPAT2, deux protéines impliquées dans le 
métabolisme lipidique et la différenciation adipocytaire (Garg and Agarwal 2009). Les 
mutations touchant ces gènes induisent une lipoatrophie, un stockage des graisses hors des 
dépôts adipeux, conduisant à une lipotoxicité et des troubles métaboliques sévères. La 
mutation du gène codant la protéine nucléaire lamine A est également impliquée dans une 
forme familiale de lipodystrophies partielles (lipoatrophie sous-cutanée et gain de graisse 
centrale). L’apparition de ces lipodystrophies est liée à l’âge et n’apparaît que chez les jeunes 
adultes ou les adolescents. Il est également intéressant de noter que les mutations de la lamine 
A sont responsables de laminopathies métaboliques ressemblant au syndrome métabolique et 
à la progéria d’Hutchinson–Gilford, un syndrome de vieillissement prématuré sévère (Garg 
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and Agarwal 2009). La lamine A libre dérive de la pré-lamine A par clivage enzymatique 
d’une protéine d'ancrage membranaire de type farnésyl. La progéria résulte d’une mutation 
hétérozygote du gène codant la lamine A qui empêche le clivage de la pré-lamine A. La 
protéine mutée, progérine, reste associée à la membrane par son domaine farnésyl, conduisant 
à une instabilité génomique et une sénescence cellulaire précoce (Worman, Fong et al. 2009). 
Une étude a montré in vitro, que l’accumulation de pré-lamine A induit un taux de 
prolifération réduit, une diminution de l’expression des protéines mitochondriales de la chaine 
respiratoire, une augmentation du stress oxydatif, une accumulation des protéines d’arrêt du 
cycle cellulaire impliquées dans la sénescence (p16 et p21), et une augmentation de l’activité 
SA--gal dans les fibroblastes portant des mutations sur le gène codant la lamine A (Caron, 
Auclair et al. 2007). De plus, certains de ces patients présentent des signes d’athérosclérose 
précoce aboutissant à des maladies cardiovasculaires. Il existe également des lipodystrophies 
acquises, induites, par exemple, par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et/ou par 
les traitements aux anti-rétroviraux. Ce type de lipodystrophies a également été mis en cause 
dans le développement d’une sénescence cellulaire prématurée (Caron, Auclair et al. 2007).  
 Les lipodystrophies peuvent également être retrouvées chez les personnes âgées, 
indépendamment des maladies décrites ci-dessus, il s’agit des lipodystrophies liées à l’âge. 
 6-6-C. Le vieillissement et la localisation du tissu adipeux 
 Avec l’âge, la masse grasse a tendance à se déposer en des dépôts ectopiques tels que 
le muscle, le foie et la moelle osseuse. De plus, les dépôts adipeux sous-cutanés 
s’amoindrissent en faveur des dépôts viscéraux. Ce déclin dans la taille des dépôts adipeux 
sous-cutanés n’est pas dû à une diminution du nombre de cellules mais à une diminution de 
leur taille (Kirkland, Tchkonia et al. 2002). Ceci a été confirmé par de récentes observations 
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montrant que la fonction majeure du tissu adipeux dans le stockage des lipides, permettant de 
contrecarrer l’effet lipotoxique des acides gras libres sur les organes périphériques, diminue 
chez le rat âgé (Karagiannides, Thomou et al. 2006; Guo, Pirtskhalava et al. 2007; Tchkonia, 
Pirtskhalava et al. 2007). Ceci aboutit à la dégradation de certains paramètres métaboliques 
tels que la résistance à l’insuline, l’intolérance au glucose et la mise en place du diabète de 
type 2. Cette résistance à l’adipogenèse des préadipocytes avec l’âge semble due à 
l’augmentation de l’expression du TNF- et de CHOP10 dans ces cellules (Tchkonia, 
Pirtskhalava et al. 2007) et à une diminution de l’expression des facteurs de transcription clés 
de l’adipogenèse, C/EBP et PPAR (Guo, Pirtskhalava et al. 2007). Les préadipocytes 
provenant de rats âgés présentent également une sensibilité accrue aux acides gras 
lipotoxiques et se caractérisent par un index apoptotique augmenté par rapport aux 
préadipocytes de jeunes rats (Guo, Pirtskhalava et al. 2007). Leur taux de prolifération est 
aussi diminué avec l’âge (Kirkland and Dobson 1997). Enfin, la perte préférentielle de masse 
grasse au niveau sous-cutané avec l’âge pourrait s’expliquer par les différences observées sur 
la fonctionnalité des préadipocytes provenant des dépôts sous-cutanés et viscéraux (Tchkonia, 
Tchoukalova et al. 2005; Tchkonia, Giorgadze et al. 2006). En effet, les préadipocytes sous-
cutanés présentent un potentiel réplicatif, une expression des facteurs de transcription 
adipogéniques et une accumulation de lipides plus important que les préadipocytes viscéraux. 
 Ces études suggèrent l’existence d’un lien entre vieillissement, dysfonctionnement du 
stockage d’acides gras dans le tissu adipeux et la présence de mauvais paramètres 
métaboliques. 
 L’ensemble de ces travaux met en avant l’apparition du processus de sénescence dans 
le tissu adipeux chez la souris et chez l’homme via l’action, notamment, de p53. Ils révèlent 
également l’impact de l’obésité, ou du moins de la prise alimentaire, sur l’exacerbation d’un 
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tel processus et son effet délétère sur les paramètres métaboliques, notamment la résistance à 
l’insuline. Enfin, l’obésité, via l’action d’un facteur systémique qui reste à identifier, semble 
être à l’origine d’une sénescence vasculaire périphérique très certainement responsable de la 
dysfonction endothéliale observée dans cette condition. 
7. Hypothèses et objectifs de travail 
 L’entrée en sénescence des cellules endothéliales dans le tissu adipeux, à ma 
connaissance, n’a jamais été démontrée. Cependant, le tissu adipeux regorge d’inducteurs 
potentiels de la sénescence cellulaire qui sont augmentés lors de son expansion au cours de 
l'installation de l’obésité. Parmi ces inducteurs, de nombreux tels que les forts taux de 
glucose, d’acides gras ou l’inflammation ont été décrits comme jouant un rôle important dans 
l’induction de la sénescence des cellules endothéliales. De plus, le tissu adipeux, au cours de 
son expansion, constitue un micro-environnement favorable à l’angiogenèse et donc à la 
prolifération des cellules endothéliales. Si ce contexte, pro-proliférant et pro-angiogénique, 
dépasse un certain seuil il pourrait induire la sénescence des cellules endothéliales micro-
vasculaires du tissu adipeux par une réplication excessive. 
 Par conséquent, l’augmentation de la masse grasse, de l’inflammation et du contexte 
pro-angiogénique sont autant d’acteurs dont l’implication dans le développement de l’obésité 
et des pathologies qui lui sont associées reste à positionner correctement dans un schéma 
mécanistique (Figure 22). De plus, des différences contextuelles régionales existent entre les 
dépôts adipeux. Elles pourraient avoir une incidence sur l’induction différentielle de la 
sénescence des cellules endothéliales de ces différents dépôts et notamment en faveur des 
dépôts viscéraux. Ceci pourrait expliquer la contribution majeure du tissu adipeux viscéral 
aux complications métaboliques associées à l’obésité. Aucune étude n’a clairement caractérisé 
le phénotype des cellules endothéliales du tissu adipeux chez l’homme et son évolution au 
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cours de l’obésité. L'absence totale de documentation sur la sénescence des cellules 
endothéliales du tissu adipeux et de l’influence de l’obésité et de la territorialité des dépôts 
adipeux nous a incités à entreprendre des travaux sur ce sujet. Nous avons ainsi tenté 
d'identifier les processus cellulaires impliqués dans le contrôle de l’état d’activation des 
cellules endothéliales micro-vasculaires du tissu adipeux humain. Pour entreprendre ce projet, 
nous disposons de prélèvements humains provenant de lipoaspirations et de dermolipectomies 
abdominales réalisées au cours d’interventions chirurgicales à visée esthétique, ainsi que de 
biopsies appariées de tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux issues de sujets ayant subi de la 
chirurgie bariatrique pour cause d’obésité. L’architecture et les propriétés des réseaux 
capillaires du tissu adipeux ont été déterminées par des approches d’immunofluorescence, 
d’analyse d’image et de cytométrie en flux. D’autre part, les cellules endothéliales micro-
vasculaires de phénotype CD34
+
/CD31
+
 sont isolées à partir de la fraction stroma-vasculaire 
par une méthode d’immunosélection/déplétion et leurs caractéristiques moléculaires sont 
déterminées par PCR (polymerase chain reaction) en temps réel. La proportion de cellules 
sénescentes dans le tissu adipeux a été déterminée dans différents dépôts et en fonction de 
l’état d’adiposité des patients. Enfin, les conditions aboutissant à un tel phénotype ont été 
recherchées par des approches de culture cellulaire primaire et dans le tissu adipeux. 
  	
  
 
Figure 22. Hypothèses de travail. Au cours de la mise en place de l’obésité, de nombreux 
paramètres varient sans que leur orchestration spatio-temporelle soit encore clairement 
définie. L’augmentation de la masse grasse pourrait entrainer une hypoxie locale dans le tissu 
adipeux qui, en synergie avec l’augmentation de l’inflammation, pourrait activer les processus 
angiogéniques. La sénescence des cellules endothéliales en réponse à un micro-
environnement excessivement pro-proliférant ou stressant pourrait induire une angiogenèse 
inadaptée qui ne pourrait pas contrecarrer l’hypoxie locale et déboucherait sur des 
dysfonctions tissulaires. La dysfonction endothéliale, décrite pour apparaître au cours de 
l’obésité, pourrait être à l’origine de certaines pathologies associées à l’obésité telles que les 
troubles cardio-vasculaires et le diabète de type 2. 
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Résultats
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1. Caractérisation des réseaux vasculaires sanguins du tissu adipeux 
humain sous-cutané 
 Les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins du tissu adipeux humain ont été 
isolées par des techniques de digestion à la collagénase et ont été caractérisées à partir de la 
fraction stroma-vasculaire dès le début des années 1990 par une méthode d’immuno-sélection 
à l’aide de billes magnétiques couplées à des anticorps dirigés contre l’agglutinine 1 (Hewett, 
Murray et al. 1993) ou PECAM1 (CD31) (Hutley, Herington et al. 2001). Ces cellules qui 
sont capables de former des tubes en Matrigel, expriment le CD31, le vWF, accumulent les 
lipoprotéines de basse densité (low density lipoprotein, LDL) acétylées (Hewett, Murray et al. 
1993) et expriment la eNOS (Hutley, Herington et al. 2001). Cependant, comme pour la 
majorité des autres lits vasculaires chez l’homme, très peu de données sont disponibles sur les 
caractéristiques de ces cellules. Le développement d’une technique d’immuno-
sélection/déplétion nous a permis d’isoler différents types cellulaires présents dans la fraction 
stroma-vasculaire du tissu adipeux humain et de les étudier dans un état natif (sans étape de 
culture in vitro) (Figure 23). 
Une étude conduite par notre équipe, utilisant cette approche couplée à de l’analyse en 
cytométrie en flux, a permis de mettre en évidence la présence de cellules CD34
+
/CD31
+
 dans 
le tissu adipeux humain (Miranville, Heeschen et al. 2004). Cependant, la caractérisation du 
phénotype de ces cellules CD34
+
/CD31
+
 n’a jamais été entreprise. Cette même étude a 
également révélé l’existence d’une population cellulaire caractérisée par l’expression du 
CD34 et la non-expression du CD31 ; ces cellules ont des propriétés de cellules progénitrices 
(Miranville, Heeschen et al. 2004).  
Dans cette première partie, nous avons donc caractérisé les réseaux vasculaires du tissu 
adipeux humain in situ par des techniques d’immunohistochimie en trois dimensions. Les 
cellules endothéliales isolées de ce tissu par la technique d’immunosélection/déplétion ont, 
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par la suite, été caractérisées dans leur état natif et les conditions optimales de culture in vitro
ont été recherchées et optimisées.  
Figure 23. Technique d’isolement des différents types cellulaires de la fraction stroma-
vasculaire du tissu adipeux humain. 
1-1. Caractérisation des réseaux vasculaires in situ dans le tissu adipeux humain 
 Le point de départ de l’ensemble des études entreprises lors de ce doctorat a donc été 
de mettre en évidence ces réseaux vasculaires dans le tissu adipeux humain sous-cutané 
abdominal (Figure 24). Pour cela, une technique d’immunohistochimie en trois dimensions 
(sur fragments de tissu adipeux fraîchement isolés) a été mise au point. Elle permet un 
comarquage des cellules endothéliales par les marqueurs CD34 et CD31. 
Figure 24. Caractérisation de la composante vasculaire du tissu adipeux humain sous-cutané 
abdominal (n=23). Immunohistofluorescence sur fragments de tissus adipeux fixés au 
paraformaldéhyde 4%. (A) Marqueur commun des cellules endothéliales CD31 (vert) (×10) 
(B, C) couplé au CD34 (rouge) (×40). Coloration des noyaux au Hoescht 33258 (bleu).
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 Le tissu adipeux humain comprend un dense réseau vasculaire (Figure 24A). Les 
marqueurs CD34 et CD31 sont co-exprimés par les cellules endothéliales de la micro-
circulation du tissu adipeux (Figures 24B et 24C), avec de hauts niveaux d’expression de 
CD31 aux contacts cellule-cellule, alors que les signaux positifs pour le CD34 sont répartis 
sur l’ensemble de la surface membranaire. Les cellules positives pour le CD34 mais négatives 
pour le CD31 (cellules progénitrices) sont identifiées, à la fois en périphérie des vaisseaux 
sanguins et dans le stroma du tissu adipeux humain (Figures 24B et 24C). 
1-2. Caractérisation des cellules natives CD34
+
/CD31
+
 isolées du tissu adipeux humain 
 Nous avons isolé les cellules endothéliales et les cellules progénitrices CD34
+
/CD31
-
de tissus adipeux sous-cutanés par immunosélection/déplétion à l’aide d’anticorps dirigés 
contre ces marqueurs. Nous avons entrepris des analyses, de PCR en temps réel sur les 
cellules à l’état natif (Tableau 4) ainsi que d’immunohistochimie sur ces cellules en culture 
primaire (Figure 25). 
Tableau 4. Comparaison des profils d’expression génique des cellules CD34
+
/CD31
+
 et des 
cellules progénitrices CD34
+
/CD31
-
 issues de dépôts adipeux sous-cutanés abdominaux. 
Gène CD34
+
/CD31
+
 (UA) CD34
+
/CD31
-
 (UA) p 
CD34 3,97±0,83 4,22±0,86 0,3704 ns 
CD31 4,89±1,28 1,26±0,29 0,0020 ** 
VEGFR1 1,55±0,40 0,27±0,06 0,0047 ** 
VEGFR2 1,57±0,37 0,46±0,26 0,0068 ** 
NRP1 4,48±1,15 2,48±0,63 0,0075 ** 
TIE1 1,27±0,49 0,29±0,15 0,0083 ** 
TIE2 1,80±0,53 0,23±0,05 0,0028 ** 
EPHB4 0,16±0,05 0,09±0,02 0,0315 * 
Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (UA, 2
Ct ×10000) ± SEM et sont considérés 
significatifs lorsque * P<0,05 ; ** P<0,01 ; indépendamment de l’indice de masse corporelle 
des patientes (n=6 à 19). VEGFR1 et 2 : vascular endothelial growth factor receptor 1 et 2 ; 
NRP1 : neuropiline 1 ; TIE1 et 2 : tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains 1 et 2 ; 
EPHB4 : ephrin receptor B4. 
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 L’analyse comparative de l’expression génique entre ces deux types cellulaires a 
montré une forte expression des marqueurs endothéliaux, incluant le CD31, les récepteurs 
VEGFR1, VEGFR2, neuropiline 1 (NRP1), TIE1, TIE2 et EPHB4 dans les cellules natives 
CD34
+
/CD31
+
 comparée aux cellules CD34
+
/CD31
-
, alors que l’expression du CD34 est 
similaire dans les deux types cellulaires (Tableau 4). 
 De plus, les analyses comparatives en microscopie à fluorescence, réalisées sur ces 
cellules en culture primaire, ont révélé un fort niveau d’expression du CD31 et de la VE-
cadherin aux contacts cellule-cellule dans les cellules CD34
+
/CD31
+
 (Figures 25A et 25C, 
respectivement) contrairement aux cellules progénitrices CD34
+
/CD31
-
 (Figures 25D et 25F, 
respectivement). L’expression du facteur de von Willebrand (vWF) est retrouvée dans des 
compartiments cytoplasmiques dans les cellules CD34
+
/CD31
+
 et est totalement absente des 
cellules progénitrices CD34
+
/CD31
-
 (Figure 25B et 25E, respectivement). 
Figure 25. Immunofluorescence sur cellules CD34
+
/CD31
+
 (A-C) (n=8-9) et cellules 
progénitrices CD34
+
/CD31
-
 (D-F) (n=3) fraîchement isolées de tissus adipeux humain sous-
cutanés en culture primaire. Expression des marqueurs endothéliaux CD31 (A et D), facteur 
de von Willebrand (vWF) (B et E) et cadhérine de l’endothélium vasculaire (VE-cad) (C et F) 
(×20). 
CD31A CB
D FECD31 VWF VE-cad
VWF VE-cad
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1-3. Influence de la culture in vitro sur le phénotype des cellules CD34
+
/CD31
+
 Afin de déterminer les conditions optimales de culture in vitro des cellules 
CD34
+
/CD31
+
 natives du tissu adipeux humain, nous avons, dans un premier temps, quantifié 
la proportion de ces cellules exprimant les marqueurs endothéliaux CD31 et VE-cadherin en 
culture primaire (P0) et au cours de passages successifs in vitro (P1 à P7) (Figure 26). 
Figure 26. Evolution de l’expression des marqueurs endothéliaux CD31 et cadhérine de 
l’endothélium vasculaire (VE-cad) dans la population cellulaire CD34
+
/CD31
+
 avec la culture 
in vitro (passages P0 à P7). Les cellules CD34
+
/CD31
+
 ont été cultivées jusqu’à confluence en 
endothelial cell growth medium-microvascular (ECGM-MV, Promocell), sur plaques traitées 
pour la culture cellulaire (plastique). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules 
positives pour ces marqueurs ± SEM et sont considérés significatifs lorsque * P<0,05 ; ** 
P<0,01 (n=3 à 6). 
 En culture primaire (P0), plus de 90% des cellules CD34
+
/CD31
+
 expriment les deux 
marqueurs endothéliaux considérés. La diminution de l’expression de ces marqueurs est 
significative dès le premier passage en culture in vitro et avoisine la non-expression dès le 
troisième passage pour le CD31 et le deuxième passage pour la VE-cadherin. 
 Dans un second temps, la morphologie, la prolifération et la viabilité des cellules 
endothéliales CD34
+
/CD31
+
 du tissu adipeux humain sous-cutané ont été évaluées dans 
différents modèles de culture in vitro utilisant différentes matrices comme supports (Figure 
27). 
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Figure 27. Test de prolifération et de viabilité par colorimétrie (XTT) sur cellules 
CD34
+
/CD31
+
 natives du tissu adipeux humain sous-cutané. Les cellules ont été cultivées 3 
jours en ECGM-MV (phase exponentielle de croissance) sur différentes matrices (fibronectine 
à 30 µg/mL, gélatine à 0.1%) avant ajout du composé XTT durant 6h qui est uniquement 
métabolisé en sel de formazan soluble par les cellules viables et métaboliquement actives. La 
détection de ce produit final de réaction est réalisée au spectrophotomètre à une longueur 
d’onde de 492 nm à laquelle est retranchée la valeur de densité optique (DO) du bruit de fond 
à 690 nm. La résultante de ce calcul exprimé en unité de DO (UDO) reflète la prolifération 
cellulaire. Les résultats sont considérés significatifs lorsque * P<0,05 (n=2). 
 La prolifération et la viabilité des cellules CD34
+
/CD31
+
 est comparable sur plastique, 
fibronectine et gélatine. En revanche, leur aspect morphologique sur gélatine est très différent 
de celui observé sur plastique ou fibronectine (résultats non montrés). Sur gélatine, les 
cellules ne s’étalent pas. Les résultats obtenus sur plastique et fibronectine étant similaires 
nous avons donc choisi pour la suite de ce travail de réaliser l’ensemble des cultures in vitro
sur plastique. 
1-4. Discussion de la partie 1 
 Les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins présentent des caractéristiques et un 
phénotype variable influencés par leur micro-environnement et le type de vaisseaux auxquels 
elles appartiennent (Aird 2007). Cependant, très peu d’études se sont intéressées aux cellules 
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endothéliales humaines et plus particulièrement capillaires natives (Hewett, Murray et al. 
1993). En effet, la majorité des études utilisant des cellules endothéliales humaines sont 
réalisées sur des cellules ayant souvent subi plusieurs repiquages (passages) (human 
microvascular endothelial cell [HMEC], human umbilical vascular endothelial cell
[HUVEC]) (Yoshida, Komaki et al. 2010; Jayasinghe, Simiantonaki et al. 2009). Il est donc 
nécessaire de caractériser plus finement les cellules endothéliales natives des vaisseaux 
sanguins et plus particulièrement chez l’homme adulte en fonction de leur localisation. C’est 
pourquoi nous avons entrepris cette étude, qui nous a permis de visualiser les réseaux 
vasculaires sanguins du tissu adipeux humain en microscopie à fluorescence et de caractériser 
les cellules endothéliales qui les constituent dans un état natif, aux niveaux génique et 
protéique. 
 Dans le tissu adipeux humain, les cellules endothéliales (i.e., cellules positives pour les 
marqueurs CD34 et CD31 à la fois dans les capillaires et les larges vaisseaux) expriment des 
gènes considérés spécifiques des cellules endothéliales, incluant le vWF, la VE-cadherin, les 
VEGFR1 et 2, la NRP1, les TIE1 et 2 et l’EPHB4, contrairement aux cellules natives 
CD34
+
/CD31
-
, précédemment identifiées comme des cellules progénitrices (Miranville, 
Heeschen et al. 2004; Sengenes, Lolmede et al. 2005). De plus, les cellules CD34
+
/CD31
+
expriment de forts niveaux de CD31 et de VE-cadherin aux contacts cellule-cellule et 
présentent des compartiments cytoplasmiques riches en vWF. Les cellules CD34
+
/CD31
+
isolées de la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux humain par une étape 
d’immunosélection/déplétion sont donc bien des cellules endothéliales dont la pureté avoisine 
90% au vu des niveaux d’expression des marqueurs endothéliaux, CD31 (95%) et VE-
cadherin (96%) en culture primaire. Cependant, les cellules endothéliales natives du tissu 
adipeux humain voient l’expression de ces marqueurs endothéliaux diminuer de façon 
spectaculaire avec la culture in vitro. La perte d’expression du CD31 et de la VE-cadherin 
   
 
peut être due aux conditions de culture qui pourraient ne pas être appropriées. En effet, la 
culture des cellules endothéliales est classiquement réalisée sur des matrices telles que de la 
gélatine ou de la fibronectine afin d’éviter la dédifférenciation de ces cellules (Baudin, 
Bruneel et al. 2007; Prasad, Muraleedharan et al. 2007). La vérification du comportement des 
cellules CD34
+
/CD31
+
 natives du tissu adipeux humain sur ces différentes matrices en termes 
de morphologie et de viabilité/prolifération a cependant conforté le choix de culture sans 
matrice particulière. Afin d’être tout à fait rigoureux, il faudrait tout de même vérifier 
l’expression des marqueurs endothéliaux, CD31 et VE-cadherin, par les cellules 
CD34
+
/CD31
+ 
du tissu adipeux humain sur ces différentes matrices au cours de passages 
successifs en culture in vitro. La dédifférenciation rapide des cellules endothéliales natives du 
tissu adipeux humain au cours de la culture in vitro est une des limites majeures de ce modèle. 
Pour la suite de ce travail, nous avons donc utilisé ces cellules uniquement à l’état natif 
(fraîchement isolées) ou en culture primaire. 
2. Influence de l’indice d’adiposité des patients sur le phénotype des cellules 
endothéliales CD34
+
/CD31
+
et la capacité d’extension des réseaux 
vasculaires sanguins du tissu adipeux humain sous-cutané 
 Chez la souris, le développement du tissu adipeux a été lié à l’extension des réseaux 
capillaires du tissu adipeux (Fukumura, Ushiyama et al. 2003; Neels, Thinnes et al. 2004). 
Ces événements angiogéniques apparaissent nécessaires pour le développement et le maintien 
du tissu adipeux, étant donné que le traitement par des composés anti-angiogéniques, durant 
l’apparition de l’obésité ou une fois qu’elle est installée, est associé à une réduction de la 
masse grasse (Rupnick, Panigrahy et al. 2002; Brakenhielm, Cao et al. 2004; Kolonin, Saha et 
al. 2004). Le tissu adipeux produit de nombreux facteurs angiogéniques, incluant le VEGF, 
l’HGF et l’angiopoïétine (Gomez-Ambrosi, Catalan et al. 2010; Saiki, Watanabe et al. 2006). 
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De plus, l’obésité est clairement associée à une production augmentée de plusieurs facteurs 
pro-angiogéniques d’origine adipeuse (Bouloumie, Lolmede et al. 2002). Enfin, une étude 
récente du laboratoire a montré que les macrophages qui s’accumulent dans le tissu adipeux 
humain avec l’obésité promeuvent l’angiogenèse (Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008). 
Ainsi, l’obésité semble associée à un environnement pro-angiogénique. 
 Nous avons donc utilisé diverses approches, incluant la microscopie à fluorescence, la 
PCR quantitative en temps réel et la cytométrie en flux, afin de déterminer l’impact du degré 
d’adiposité des patients sur le phénotype des cellules endothéliales, la densité vasculaire ainsi 
que sur l’évolution du contexte angiogénique au sein du tissu adipeux humain sous-cutané. 
2-1. Evolution du phénotype des cellules endothéliales CD34
+
/CD31
+
 natives du tissu 
adipeux humain en fonction de l’indice d’adiposité des patients 
 Afin de définir les niveaux d’expression de différents marqueurs spécifiques des 
cellules endothéliales et leur évolution selon l’indice de masse corporelle (IMC) des patients, 
des expériences de PCR en temps réel ont été réalisées sur les cellules endothéliales humaines 
natives CD34
+
/CD31
+
 isolées de tissus adipeux de patients normo-pondérées (NP) ou obèses 
(OB). Les niveaux d’expression de marqueurs endothéliaux tels que les récepteurs aux 
facteurs angiogéniques (récepteur à la leptine, VEGFR1 et 2, TIE1 et 2, NRP1), les marqueurs 
inflammatoires regroupant les molécules d’adhésion (ICAM1 et common lymphatic 
endothelial and vascular endothelial receptor-1 [CLEVER-1]) et les facteurs sécrétés (MCP1, 
IL6, chemokine CXC motif ligand 8 [CXCL8]), et enfin les molécules de jonction (VE-
cadherin, connexines 37 et 40) ont été analysés et l’évolution de l’expression de ces 
marqueurs avec l’IMC des patients a été déterminée (Tableau 5). 
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Tableau 5. Influence de l’état d’adiposité des patients sur l’expression génique dans les 
cellules endothéliales natives du tissu adipeux humain sous-cutané. 
Gène OB/NP P 
Récepteurs   
ICAM1 1,97 0,0903 
CLEVER-1 5,57 0,0688 
Récepteur à la leptine 1,81 0,0539 
VEGFR1 1,23 0,5 
VEGFR2 0,95 0,3141 
TIE1 2,72 0,0465 * 
TIE2 2,21 0,197 
NRP 1 1,36 0,0898 
Facteurs sécretés    
vWF 1,36 0,5 
CXCL8 0,95 0,3654 
IL6 1,45 0,3496 
MCP1 1,37 0,5 
Molécules de jonction    
VE-cadherin 2,91 0,3141 
Connexine 37 1,98 0,1548 
Connexine 40 2,46 0,0465 * 
Variation de l’expression génique des récepteurs, des facteurs sécrétés et des molécules de 
jonction dans les cellules endothéliales natives du tissu adipeux humain sous-cutané isolées de 
patientes normo-pondérées (NP, n=6 à 7) (IMC<25 kg/m
2
, âge moyen=49±4 ans, IMC 
moyen=22,6±0,4 kg/m2) ou obèses (OB, n=5 à 8) (30 kg/m2IMC<40 kg/m2, âge 
moyen=46±4 ans, IMC moyen=34,2±0,9 kg/m2). Les résultats sont exprimés en 2Ct ×10000 
et rationalisés comme OB/NP. Ils sont considérés significatifs lorsque * P<0,05 vs NP. 
ICAM1 : Intercellular adhesion molecule-1 ; CLEVER-1 : common lymphatic endothelial and 
vascular endothelial receptor-1 ; VEGFR1 et 2 : vascular endothelial growth factor receptor 1 
et 2 ; TIE1 et 2 : tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains 1 et 2 ; NRP1 : 
neuropiline 1 ; vWF : von Willebrand factor ; CXCL8 : chemokine CXC motif ligand 8 ; IL6 : 
interleukin 6 ; MCP1 : monocyte chemoattractant protein-1 ; VE-cadherin : vascular 
endothelial cadherin. 
 L’obtention d’un ratio OB/NP inférieur à 1 signe les gènes plus exprimés chez les 
sujets normo-pondérés que chez les obèses alors qu’un ratio supérieur à 1 relate une 
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expression supérieure dans la classe des sujets obèses comparée aux normo-pondérés. Trois 
profils d’expression sont retrouvés dans ces cellules en fonction de l’état d’adiposité des 
patients. Le premier profil inclut les gènes ayant des niveaux d’expression similaires quelque 
soit l’IMC des patients et regroupe le VEGFR1, le VEGFR2, la NRP1, le VWF, le CXCL8, 
l’IL6 et le MCP1. Le second inclut les gènes ayant des niveaux de transcrits ayant une 
tendance à l’augmentation avec l’IMC des patients sans atteindre la significativité incluant 
l’ICAM1, le CLEVER-1, le récepteur à la leptine, le TIE2, la VE-cadherin et la connexine 37. 
Le troisième, au contraire, regroupe les gènes ayant des niveaux d’expression 
significativement augmentés avec l’IMC des patients dont le TIE1 et la connexine 40. Au vu 
de la proportion de gènes ayant un ratio OB/NP supérieur à 1, l’expression de nombreux 
marqueurs pro-inflammatoires et angiogéniques a donc tendance à être augmentée chez les 
patients obèses (Tableau 5). 
2-2. Evolution de la densité vasculaire au sein du tissu adipeux humain en fonction de 
l’indice d’adiposité des patients 
 Le phénotype des cellules endothéliales du tissu adipeux humain sous-cutané étant 
modulé par l’IMC des patients, nous nous sommes par la suite intéressés à l’impact de l’état 
d’adiposité sur la densité vasculaire dans ce tissu. La densité des réseaux vasculaires et le 
nombre de cellules endothéliales ont été déterminés par microscopie confocale à fluorescence 
suite à des marquages CD34 et CD31 et par cytométrie en flux sur la fraction stroma-
vasculaire native du tissu adipeux humain sous-cutané. La quantité des signaux CD34 et 
CD31 qui colocalisent par mm
3
 de tissu adipeux reste constante chez les patients normo-
pondérés et obèses (Figure 28A). De façon similaire, le nombre de cellules endothéliales 
CD34
+
/CD31
+
, identifiées par des analyses en cytométrie en flux, est identique par gramme 
de tissu adipeux entre les sujets normo-pondérés et obèses (Figure 28B). 
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Figure 28. Evolution de la densité vasculaire au sein du tissu adipeux humain sous-cutané en 
fonction de l’état d’adiposité des patients. (A) Analyse de la densité vasculaire (pixels/mm
3
) 
par microscopie confocale sur fragments de tissus adipeux humain avec marquage du CD31 et 
CD34 en immunohistofluorescence. Les résultats sont exprimés en nombre moyen de signaux 
CD31 et CD34 colocalisés ± SEM chez des patientes normo-pondérées (NP, n=4, IMC<25 
kg/m
2
, âge moyen=35±6 ans, IMC moyen=22,7±0,8 kg/m2) et obèses (OB, n=4, 30 
kg/m
2
IMC<40 kg/m
2
, âge moyen=46 ±9 ans, IMC moyen=32,7±0,6 kg/m2). (B) Analyse du 
nombre de cellules endothéliales (CEs) CD34
+
/CD31
+
 par gramme de tissu adipeux (TA) en 
cytométrie en flux. Expériences réalisées sur la fraction stroma-vasculaire du TA en utilisant 
des anticorps couplés à des fluorochromes et dirigés contre les marqueurs CD34 et CD31. Les 
résultats sont exprimés en nombre moyen de CEs ± SEM par gramme de TA chez des 
patientes NP (IMC<25 kg/m
2
, âge moyen=43±2 ans, IMC moyen=22,7±0,2 kg/m2) (n=42), et 
OB (30 kg/m
2
IMC<40 kg/m
2
, âge moyen=43±1 ans, IMC moyen=34,1±0,4 kg/m2) (n=48). 
 Ces résultats suggèrent donc que l’extension des réseaux vasculaires suit le 
développement de la masse grasse, dans le tissu adipeux, au cours de l’obésité. 
2-3. Evolution du contexte angiogénique au sein du tissu adipeux humain en fonction de 
l’indice d’adiposité des patients 
 Afin de d’évaluer l’évolution du contexte angiogénique in situ dans le tissu adipeux 
humain sous-cutané avec l’IMC des patients, nous avons tout d’abord déterminé l’expression 
de différents facteurs angiogéniques, décrits pour avoir un rôle et/ou être augmentés dans le 
tissu adipeux au cours de son développement avec l’obésité (pour revue (Cao 2010)) 
(Dallabrida, Zurakowski et al. 2003; Saiki, Watanabe et al. 2006; Skopkova, Penesova et al. 
2007; Bell, Cai et al. 2008; Varma, Yao-Borengasser et al. 2008), dans différents types 
cellulaires natifs incluant les adipocytes matures fraîchement isolés et les cellules 
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endothéliales, les macrophages et les cellules progénitrices isolés par la technique 
d’immunosélection/déplétion (Tableau 6). 
Tableau 6. Expression génique des facteurs angiogéniques dans les différents types 
cellulaires natifs du tissu adipeux humain sous-cutané. 
Gène CE MACRO PROG ADIP 
Leptine ++ - ++ ++++ 
HGF + + + - 
VEGFA + ++ + + 
ANG 1 + - + ++ 
ANG 2 + - - - 
THBS1 ++ +++ +++ ++++ 
THBS2 ++ + +++ - 
Expression génique des facteurs angiogéniques dans les cellules endothéliales (CEs), les 
macrophages (MACRO), les cellules progénitrices (PROG) et les adipocytes matures (ADIP) 
natifs isolés de tissus adipeux sous-cutanés (âge moyen=43±1 ans, IMC moyen=28,6±0,7 
kg/m
2
) (n=4 à 8). Les résultats sont exprimés en 2
Ct ×10000 et catégorisés comme : 0<-<0,1 ; 
0,1<+<1 ; 1<++<5 ; 5<+++<10 ; ++++>10. HGF : hepatocyte growth factor ; VEGFA : 
vascular endothelial growth factor A ; ANG1 et 2 : angiopoïétines 1 et 2 ; THBS1 et 2 : 
thrombospondines 1 et 2. 
 L’ensemble des types cellulaires natifs isolés du tissu adipeux humain sous-cutané 
exprime de façon majoritaire un ou plusieurs des facteurs angiogéniques considérés. 
L’angiopoïétine 2 est majoritairement exprimée par les cellules endothéliales, le VEGFA par 
les macrophages, la thrombospondine 2 par les cellules progénitrices alors que la leptine, 
l’angiopoïétine 1 et la thrombospondine 1 sont majoritairement exprimées par les adipocytes 
matures. L’HGF est exprimé de façon similaire par les cellules endothéliales, les macrophages 
et les cellules progénitrices. Tous ces types cellulaires sont donc susceptibles de participer à la 
mise en place d’un contexte angiogénique particulier dans le tissu adipeux. L'évolution de 
l'expression génique des facteurs angiogéniques avec l’indice d’adiposité des patients a 
ensuite été évaluée dans les types cellulaires les exprimant de façon majoritaire (Tableau 7). 
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Tableau 7. Influence de l’indice d’adiposité des patients sur l’expression génique des facteurs 
angiogéniques dans la population cellulaire majoritairement productrice au sein du tissu 
adipeux humain sous-cutané. 
Facteur Type cellulaire NP (AU) OB (AU) P 
Leptine ADIP 12,73±2,05 17,04±1,48 0,050 * 
HGF 
HGF 
MACRO 
PROG 
0,27±0,05 
0,18±0,03 
0,29±0,06 
0,43±0,15 
0,500 ns 
0,165 ns 
VEGFA MACRO 4,65±1,409 4,60±1,02 0,331 ns 
ANG1 ADIP 1,51±0,57 2,92±0,45 0,021 * 
ANG2 CE 0,03±0,02 0,10±0,02 0,037 * 
THBS1 ADIP 10,09±5,49 12,57±1,76 0,061 ns 
THBS2 PROG 5,22±1,55 4,65±0,58 0,357 ns 
Evolution de l’expression génique des facteurs angiogéniques chez des patients normo-
pondérés (NP, âge moyen=43±1 ans, IMC moyen=24,1±0,3 kg/m2) (n=5 à 7) et obèses (OB, 
âge moyen=44±2 ans, IMC moyen=36,3±1,0 kg/m2) (n=3 à 13) dans les types cellulaires les 
exprimant majoritairement dans le tissu adipeux humain sous-cutané. Les résultats sont 
exprimés en UA : unités arbitraires ± SEM, et sont considérés significatifs lorsque * P<0,05. 
HGF : hepatocyte growth factor ; VEGFA : vascular endothelial growth factor A ; ANG1 et 
2 : angiopoïétines 1 et 2 ; THBS1 et 2 : thrombospondines 1 et 2 ; CE : cellules endotheliales ; 
MACRO : macrophages ; PROG : cellules progénitrices et ADIP : adipocytes matures. 
 Trois profils d’expression sont retrouvés dans ces cellules en fonction de l’état 
d’adiposité des patients (Tableau 7). Le premier profil inclut les gènes ayant des niveaux 
d’expression similaires quel que soit l’IMC des patients et regroupe l’HGF et la 
thrombospondine 2 dans les cellules progénitrices ainsi que le VEGFA dans les macrophages. 
Le second inclut les gènes ayant des niveaux de transcrits qui ont une tendance à 
l’augmentation avec l’IMC des patients sans atteindre la significativité incluant l’HGF dans 
les cellules progénitrices et la thrombospondine 1 dans les adipocytes matures. Le troisième 
regroupe les gènes ayant des niveaux d’expression significativement augmentés avec l’IMC 
des patients dont la leptine et l’angiopoïétine 1 dans les adipocytes matures et l’angiopoïétine 
   
 
2 dans les cellules endothéliales. Ces résultats suggèrent que l’environnement du tissu 
adipeux a tendance à être plus pro-angiogénique chez les patients obèses. 
2-4. Discussion de la partie 2 
 L’ensemble de ces résultats démontre que les réseaux vasculaires sanguins du tissu 
adipeux humain évoluent en termes de densité, de nombre et de phénotype de cellules 
endothéliales lors de l'installation de l’obésité. Les cellules endothéliales natives du tissu 
adipeux, CD34
+
/CD31
+
, ont un niveau d'expression de marqueurs pro-angiogéniques et 
inflammatoires augmenté chez les patients obèses. La densité vasculaire, comme le nombre de 
cellules endothéliales en fonction du volume de tissu adipeux, reste stable chez les sujets 
normo-pondérés et obèses. Le micro-environnement du tissu adipeux évolue également avec 
l’apparition de l’obésité et développe une tendance en faveur d’un environnement pro-
angiogénique. Ceci démontre la plasticité des réseaux vasculaires chez l’homme, et plus 
particulièrement des cellules endothéliales, concomitante à celle du tissu adipeux sous-cutané 
au cours de l’obésité. 
 L’obésité est maintenant reconnue comme un état inflammatoire de bas niveau qui est 
associé principalement à l’accumulation de macrophages et de lymphocytes, dans les dépôts 
adipeux (Weisberg, McCann et al. 2003; Xu, Barnes et al. 2003; Duffaut, Zakaroff-Girard et 
al. 2009). Les cellules endothéliales du tissu adipeux humain présentent une tendance à 
l’augmentation de l’expression de plusieurs gènes inflammatoires et angiogéniques, incluant 
ICAM1, CLEVER-1, le récepteur à la leptine, TIE2, VE-cadherin, la connexine 37, et une 
franche augmentation de l’expression des gènes codant TIE1 et la connexine 40, chez les 
sujets obèses. Nos résultats vont dans le même sens que ceux d'une étude précédente du 
laboratoire qui a montré que les sécrétions adipocytaires augmentent l’expression d’ICAM1 et 
de PECAM1 sur les cellules endothéliales natives du tissu adipeux humain et favorisent ainsi 
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la transmigration des monocytes sanguins à travers une couche confluente de ces cellules 
endothéliales in vitro (Curat, Miranville et al. 2004). De plus, plusieurs études en accord avec 
nos résultats ont également suggéré que le micro-environnement du tissu adipeux, incluant les 
adipocytes matures, les cellules progénitrices et les macrophages, induit l’activation des 
cellules endothéliales et l’angiogenèse (Cho, Koh et al. 2007; Nishimura, Manabe et al. 2007; 
Bell, Cai et al. 2008; Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008). Les cellules endothéliales du tissu 
adipeux humain activées chez les patients obèses pourraient donc être impliquées dans 
l’attraction de cellules immunes via leur expression augmentée de CLEVER-1, qui promeut la 
transmigration des lymphocytes (Salmi, Koskinen et al. 2004), ou d’ICAM1, qui favorise 
celle des neutrophiles et des monocytes dans le tissu adipeux de souris (Wang, Babic et al. 
2005). Cependant, ces résultats restant au niveau génique, il serait toutefois intéressant 
d’approfondir la question afin de vérifier que l’expression protéique suit les tendances 
observées aux niveaux des ARNs, aussi bien pour les molécules inflammatoires 
qu’angiogéniques. 
 Par ailleurs, les niveaux augmentés de récepteur à la leptine, de TIE1 et de TIE2 
suggèrent que les cellules endothéliales du tissu adipeux sont engagées dans des processus de 
remodelage. En accord avec cela, la densité vasculaire ainsi que le nombre de cellules 
endothéliales, respectivement en fonction du volume et du poids de tissus adipeux, sont 
maintenus chez les patients obèses comparés aux patients normo-pondérés. Par conséquent, 
l’extension des réseaux vasculaires suit le développement de la masse grasse au cours de 
l’obésité chez l’homme. Il est à noter qu’une étude récente a suggéré que l’obésité humaine 
est associée à une raréfaction vasculaire dans le tissu adipeux. Cependant, dans cette étude la 
densité capillaire a été calculée comme le nombre de micro-vaisseaux positifs pour la lectine 
en fonction de la surface de tissu adipeux considérée ; ignorant de ce fait l'incidence de la 
variation de la taille des adipocytes (Pasarica, Sereda et al. 2009). Dans notre étude, afin 
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d’éviter les effets confondants dus aux différences de taille des adipocytes entre patients 
normo-pondérés et obèses, nous avons utilisé deux approches distinctes combinant la 
microscopie confocale à fluorescence en trois dimensions et des analyses en cytométrie en 
flux des cellules endothéliales CD34
+
/CD31
+
. On doit remarquer que l’augmentation 
significative de l’expression du couple de facteurs de remodelage, angiopoïétines 1 et 2 chez 
les sujets obèses, ne permet pas de statuer sur le processus de remodelage engagé dans le tissu 
adipeux avec l’obésité. En effet, par leur liaison sur le récepteur TIE2, les angiopoïétines 1 et 
2 induisent des processus opposés. L’angiopoïétine 1 favorise la stabilisation des vaisseaux 
sanguins s’opposant ainsi au processus d’angiogenèse en maintenant l’endothélium quiescent 
(Thurston, Rudge et al. 2000) alors que l’angiopoïétine 2 induit la déstabilisation et le 
remodelage vasculaire via le détachement des cellules musculaires lisses et la perte du support 
matriciel des vaisseaux (Maisonpierre, Suri et al. 1997; Gale and Yancopoulos 1999). Par 
conséquent, bien que le bilan soit en faveur d’un contexte plutôt pro-angiogénique dans le 
tissu adipeux de sujets obèses, les mécanismes sous-jacents de l’extension du système 
vasculaire du tissu adipeux au cours de l’obésité restent à être clairement définis. 
  
En conclusion, l’obésité chez l’homme est associée à une modulation du nombre de 
cellules endothéliales et de la densité des réseaux vasculaires dans le tissu adipeux. Elle est 
également caractérisée par une augmentation de l’état d’activation des cellules endothéliales, 
en termes de processus inflammatoires et de remodelages. 
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3. Influence de la localisation des territoires adipeux sur le phénotype des 
cellules endothéliales et la capacité d’extension des réseaux vasculaires 
sanguins du tissu adipeux humain 
 De nombreuses différences existent selon les territoires adipeux considérés, 
notamment, sur les plans métaboliques, sécrétoires et inflammatoires (Fain 2006; Jensen 
2008; Matsuzawa 2008). Par ailleurs, l’extension des réseaux capillaires mais aussi la 
fonctionnalité des cellules endothéliales sont des déterminants majeurs de la croissance et de 
la fonction du tissu adipeux (Rutkowski, Davis et al. 2009). Cependant, malgré l’existence 
d’études récentes sur le rôle des cellules endothéliales dans le métabolisme adipocytaire 
(Beigneux, Davies et al. 2007; Beigneux, Davies et al. 2009; Kanda, Brown et al. 2009), 
aucune étude n’a caractérisé les cellules endothéliales des tissus adipeux humains sous-
cutanés et viscéraux. C’est pourquoi, nous avons réalisé cette étude sur une cohorte de 
patients bien caractérisée dans le cadre d’un protocole clinique. L’obtention de biopsies de 
tissus adipeux sous-cutanés abdominaux et viscéraux provenant du même patient a permis de 
réaliser une étude portant sur l’influence du territoire adipeux sur le phénotype des cellules 
endothéliales et les capacités d’extension des réseaux vasculaires en se dédouanant des 
problèmes de variabilités inter-individuelles. 
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Objective: Regional differences among adipose depots in capacities for fatty acid storage, 
susceptibility to hypoxia, and inflammation likely contribute to complications of obesity. We 
defined the properties of endothelial cells (EC) isolated from subcutaneous and visceral adipose 
tissue (SAT and VAT) biopsied in parallel from obese subjects. 
 
Research Design and Methods: The architecture and properties of the fat tissue capillary network 
were analyzed using immunohistochemistry and flow cytometry. CD34
+
/CD31
+
 EC were 
isolated by immunoselection/depletion. Expression of chemokines, adhesion molecules, 
angiogenic factor receptors, as well as lipogenic and senescence-related genes were assayed by 
real-time PCR. Fat cell size and expression of hypoxia-dependent genes were determined in 
adipocytes from both fat depots. 
 
Results: Hypoxia-related genes were more highly expressed in VAT than SAT adipocytes. VAT 
adipocytes were smaller than SAT adipocytes. Vascular density and EC abundance were higher 
in VAT. VAT-EC exhibited a marked angiogenic and inflammatory state with decreased 
expression of metabolism-related genes, including endothelial lipase, GPIHBP1, and PPAR 
gamma. VAT-EC had enhanced expression of the cellular senescence markers, IGFBP3 and !-
H2AX, and decreased expression of SIRT1. Exposure to VAT adipocytes caused more EC 
senescence-associated !-galactosidase activity than SAT adipocytes, an effect reduced in the 
presence of VEGFA neutralizing antibodies. 
 
Conclusions: VAT-EC exhibit a more marked angiogenic and pro-inflammatory state than SAT-
EC. This phenotype may be related to premature EC senescence. Potentially, VAT-EC contribute 
to hypoxia and inflammation in VAT. 
 
 
he endothelium plays a major role in 
regulating exchange of leukocytes, 
nutrients, and oxygen between blood 
and tissues. The extent of the capillary 
network and endothelial cell (EC) 
characteristics are major determinants of 
growth and function of adipose tissue (AT) 
(1). Indeed, angiogenesis and adipogenesis 
have been shown, through distinct 
approaches, to be tightly linked (2-4). 
Moreover, lipogenesis is dependent on 
lipoprotein lipase (LPL) and the newly 
discovered endothelial cell-surface 
glycoprotein, glycosylphosphatidylinositol-
anchored high density lipoprotein binding 
protein 1 (GPIHBP1) which are anchored to 
the EC that line the luminal surface of 
capillaries (5; 6). Additionally, a recent study 
demonstrated that endothelial targeting of 
peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma (PPAR"# regulates the metabolic 
response to high fat diet in mice (7). Little is 
known about regional variation in the 
properties of fat tissue EC. Given their central 
role in lipid metabolism and inflammation, we 
tested the hypothesis that EC and their 
microenvironments differ among human fat 
depots in obesity. 
We tested our hypothesis by 
comparing abdominal subcutaneous to 
omental EC isolated in parallel from the same 
obese human subjects for the following 
reasons. 1) These two depots are highly 
clinically relevant, with omental fat being 
more heavily implicated in metabolic 
syndrome and adverse clinical consequences 
of obesity than subcutaneous fat (8). 2) 
Omental fat becomes more extensively 
T 
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infiltrated with immuno-inflammatory cells, 
including macrophages and T-lymphocytes, 
than subcutaneous fat in obesity (9-12). 3) 
More is known about differences in 
metabolism, fatty acid handling, gene 
expression, and mechanisms of growth in 
these two depots in humans with obesity than 
most other depots (13; 14). 4) These two 
depots differ in fat cell size in response to 
obesity as well as lipogenesis and lipolysis 
(15; 16). 
We found that EC isolated from 
omental fat had reduced expression of genes 
related to metabolism and increased 
expression of genes related to angiogenesis 
and inflammation compared to subcutaneous 
cells. Conditioned medium prepared from fat 
cells of these two depots from obese subjects 
have distinct effects on EC from lean 
subjects. We found that cellular senescence, a 
pro-inflammatory state, is more evident in 
omental than subcutaneous fat-derived EC, 
potentially contributing to regional variation 
in fat tissue function. 
 
RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Materials. Collagenase type 1 was purchased 
from Worthington Biochemical Corporation 
(Lakewood, USA). Kits for CD34
+
 and 
CD31
+
 cells were, respectively, from 
StemCell Technologies (Grenoble, France) 
and Dynal-Biotech (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France). Culture media, including 
endothelial cell basal medium (ECBM), were 
from Promocell (Heidelberg, Germany). 
Antibodies for flow cytometry were from BD-
Biosciences (Le-Pont-de-Claix, France) or 
Caltag (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). 
Antibodies for immunofluorescence were 
from Dakocytomation (Denmark, CD31), 
Epitomics (USA, CD34), Zymed (Invitrogen, 
France, ICAM1), Santa-cruz (Cliniscience, 
France, GPIHBP1), Upstate (Millipore, 
France, phospho-histone-!-H2AX), and 
Molecular Probes (Invitrogen, USA, 
secondary antibodies coupled to AlexaFluor-
488 or -546). Chemicals were from Sigma 
(Saint-Quentin-Fallavier, France). 
Subjects and isolation of mature 
adipocytes, stromal-vascular fraction 
(SVF) cells, and EC from human 
subcutaneous and visceral AT (SAT and 
VAT). Paired biopsies from abdominal SAT 
(periumbilical) or VAT (greater omental) 
were obtained from subjects undergoing 
bariatric surgery for obesity. Subjects had 
been weight stable for at least three months 
before surgery and included 29 women and 1 
man (mean body mass index [BMI] $ 
standard error of the mean 
[SEM]=43.35$1.05 kg/m
2
, range 34.5-59.1; 
mean age $ SEM=40.4$1.93 years, range 26-
61). All subjects gave informed consent. Five 
subjects were hypertensive, 6 had 
hypercholesterolemia, and 3 had type 2 
diabetes. The mean time since obesity $ SEM 
had been diagnosed was 18.2$1.4 years. 
Abdominal SAT were obtained from 51 non-
obese healthy women undergoing plastic 
surgery for cosmetic purposes (mean BMI $ 
SEM =23.11$0.221, range 19.5-27.2; mean 
age $ SEM =43.57$1.753, range 24-74). Fat 
collection protocols were approved by the 
Institutional Research Board of Inserm and 
the Toulouse University Hospital Ethics 
Committee. AT (2 to 10 g) was processed 
immediately after removal. Adipocytes and 
SVF were obtained by collagenase digestion 
as previously described (10). After digestion 
and filtration of the adipocyte suspension 
(250 µm mesh nylon sieves), adipocytes were 
washed three times with Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer supplemented with 10 mM 
Hepes (KRBH) and 0.1% fatty acid free 
bovine serum albumin (BSA; pH=7.4). 
Mature adipocytes were suspended in ECBM 
supplemented with 0.1% BSA (1/10, vol/vol). 
Five µL of cell suspension were transferred 
onto plastic slides. Three different calibrated 
fields were examined to measure adipocyte 
diameters using NIS software (Nikon, 
Champigny-sur-Marne, France). SVF cells 
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were counted and analysed by flow cytometry 
for EC number determination. At least 
100,000 cells (in 100 µL phosphate buffer 
saline [PBS]/0.5% BSA, 2 mmol/L EDTA) 
were incubated (20 min, 4°C) with FITC-
CD31 and PerCP-CD34 antibodies or the 
appropriate isotype controls. After washing, 
the labeled cells were analysed by flow 
cytometry using a FACSCalibur flow 
cytometer and Diva software (BD-
Biosciences). When the quantity of SVF cells 
was sufficient (11 subjects, paired SAT and 
VAT), native CD34
+
/CD31
+
 cells (EC) were 
isolated by immunoselection/depletion as 
previously described (10). Mature adipocytes 
and EC were either lysed and stored at -20°C 
for mRNA extraction or further processed. 
Mature adipocyte culture. SAT and VAT 
mature adipocytes were placed in fibrin gels 
(1.5 mg fibrinogen/ml ECBM supplemented 
with 25 units/ml thrombin; 1/3, vol/vol) and 
cultured in ECBM/0.1% BSA supplemented 
with 100 units/ml penicillin and 100 µg/ml 
streptomycin. After 24 h, the adipocyte-
conditioned media were collected and frozen 
at -80°C. 
SAT mature adipocytes were cultured 
in ECBM supplemented with 0.1% BSA, 100 
units/ml penicillin, and 100 g/ml streptomycin 
in CLINIcell
®
 25 culture cassettes (1/3, 
vol/vol) in normoxia or hypoxia chambers 
(1% O2; Sanyo, Avon, France). After 24 h, 
mature adipocytes were lysed and stored at -
20°C for RNA extraction. 
Immunohistochemistry analyses. Tissue 
immunofluorescent staining of human SAT 
and VAT cut into small pieces (0.5-1 mm
3
) 
was performed. After fixation in 
paraformaldehyde (PFA) 4% (1 h) and 
subsequent washing in PBS, AT pieces were 
incubated for 30 min in PBS/2% BSA in the 
presence of 0.1% Triton. For !-H2AX 
staining, AT pieces were permeabilized for 5 
min in 95% ethanol and 5% acetic acid and 
then incubated for 30 min in a Tris saline 
buffer (TBS)/3% BSA. AT pieces were 
incubated for 1 h with primary antibody 
(CD31 [1/50], CD34 [1/200], ICAM1 [1/50], 
GPIHBP1 [1/40], !-H2AX [1/200]). After 
several washing steps (PBS/0.2% Tween or 
TBS), AT pieces were incubated 30 min in 
PBS/2% BSA/0.1% Triton or TBS/3% BSA 
and then incubated with the corresponding 
fluorescently-labeled secondary antibodies 
(AlexaFluor-488 or -546, 1/200). After 
washing, AT pieces were incubated 10 min 
with 10 µg/mL Hoescht 33342 to stain nuclei. 
They were placed between two mounting 
slides and examined with a fluorescence 
(Nikon) or confocal (Zeiss 510) microscope. 
 Quantification of phospho-!-H2AX 
positive nuclei in human SAT and VAT was 
performed on three calibrated fields using 
NIS software (Nikon, Champigny-sur-Marne, 
France) and normalized to the total number of 
nuclei (Hoescht 33342 staining). 
RNA isolation and real-time PCR. Total 
RNA was extracted from EC and mature 
adipocytes and real-time PCR analyses were 
performed as previously described (10). 
Primers (Taqman® gene expression assays 
from Applied Biosystems, Lifetechnologies, 
France) are listed in the Supplemental Table 
in the online appendix available at 
http://diabetes.diabetesjournals.org. 
Culture and treatment of SAT-EC. 
Senescence-assoaciated-"-galactosidase (SA-
"-gal) activity was determined in human 
SAT-EC isolated from non-obese healthy 
women (mean BMI ± SEM=25.34±1.033, 
range 22.0-28.5; mean age ± SEM 
=48.5±3.074, range 35-57) and treated or not 
with adipocyte-conditioned media from SAT 
and VAT (pretreated or not for 1h with 1 
µg/mL VEGFA neutralizing antibody [R&D 
systems, Lille, France] or with VEGFA [10 
ng/mL; Peprotech, Levallois-Perret, France]). 
Cells were fixed (5 min, room temperature) in 
0.5% glutaraldehyde, washed with PBS, and 
incubated at 37°C for 16 h with fresh SA-"-
gal staining solution (1 mg/ml of 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl galactopyranoside in 
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dimethylformamide) supplemented with 0.12 
mM potassium ferrocyanide, 0.12 mM 
potassium ferricyanide, and 1 mM MgCl2 (pH 
6). The enzymatic reaction was stopped with 
water. Cells positive for SA-"-gal activity 
were counted by phase contrast microscopy 
through scanning the whole well and 
normalized to total number of cells 
determined in four different fields with 
Hoescht 33342 nuclear staining using NIS 
software. 
Statistical analyses. Statistical analyses were 
performed with GraphPad Software (San 
Diego, USA). Values are expressed as means 
± SEM of (n) independent experiments. 
Correlations were determined with the 
Spearman test. Comparisons between the two 
groups (paired biopsies from SAT and VAT) 
were analysed by paired t-tests. Comparisons 
among groups were made by one way 
analysis of variance (ANOVA) followed by a 
Dunnett post-hoc test. Differences were 
considered significant when P<0.05. 
 
RESULTS 
Adipocyte size and hypoxia-related gene 
expression in human subcutaneous and 
visceral AT (SAT and VAT). Human mature 
adipocytes were isolated from paired biopsies 
of SAT and VAT from obese subjects. 
Adipocytes were classified according to their 
diameter (i.e., small, with a diameter less than 
60 µm, and large, with a diameter more than 
100 µm) and the expression of genes was 
analyzed by real-time PCR. The proportion of 
large adipocytes was higher in SAT than VAT 
(Table 1). Expression of hypoxia-related 
genes, such as hypoxia-inducible factor 
(HIF)-1%, and certain HIF1-responsive genes 
(vascular endothelial growth factor A 
[VEGFA] and glucose transporter 1 
[GLUT1]), was higher in VAT than SAT 
adipocytes (Figure 1A). In contrast, other 
genes regulated by hypoxic conditions and 
induced by HIF-1%& including leptin and the 
fasting-induced adipose factor (FIAF), 
exhibited the inverse profile (Figure 1A). To 
define further the impact of hypoxia and 
adipocyte size on adipocyte gene expression, 
correlations among transcript levels and 
percentages of large adipocytes were 
calculated. Adipocyte transcript levels of 
VEGFA and GLUT1 were positively 
correlated with HIF1-%' mRNA, irrespective 
of fat depot origin (* P=0.03; Spearman 
r=0.2425, n=60 [SAT and VAT] and ** 
P<0.0001; Spearman r=0.4744, n=60 [SAT 
and VAT], respectively). However, leptin and 
FIAF mRNAs were positively correlated with 
the percentage of large adipocytes (* 
P=0.012; Spearman r=0.3302, n=60 [SAT and 
VAT] and * P=0.014; Spearman r=0.3231, 
n=60 [SAT and VAT], respectively). No 
correlation was found between the percentage 
of large adipocytes and transcript levels of 
HIF-1%, GLUT1, or VEGFA. Finally, the 
specific impact of low oxygen tension on 
adipocyte VEGFA and GLUT1 expression 
was confirmed by real-time PCR analysis of 
mature SAT adipocytes maintained in culture 
for 24 h under normoxic or hypoxic (1% O2) 
conditions. VEGFA and GLUT1 transcript 
levels were increased under hypoxic culture 
conditions whereas leptin and FIAF were not 
altered substantially (Figure 1B). Thus, 
human VAT adipocytes exhibit hypoxia-
related characteristics, with increased HIF-1%, 
VEGFA, and GLUT1 expression, 
independently of fat cell size. 
Vascular network and EC abundance in 
human SAT and VAT. To test if a less 
extensive vascular network in VAT 
contributes to higher hypoxia-related gene 
expression in VAT than SAT in obese 
subjects, SAT and VAT were analyzed using 
three dimensional confocal 
immunofluorescence microscopy for the EC 
markers, CD34 and CD31. The apparent 
density of the vascular network, determined 
from colocalized CD34 and CD31 positive 
signals, was greater in VAT than SAT 
(Figures 2B and 2A, respectively). This was 
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confirmed by flow cytometry of SVF from 
both depots. The number of CD34
+
/CD31
+
 
cells, normalized for tissue weight, was 
significantly higher in VAT than SAT (Figure 
2C). Thus, capillary density is higher in 
human VAT than SAT in obese subjects. To 
note, the EC number in SAT of lean (n=42) 
subjects was similar to that of obese subjects 
(20378±2554 vs 25476±3211 cells/g AT, 
respectively; p=0.1), indicating that growth of 
SAT is associated with concomitant 
expansion of its capillary network. 
The EC phenotype of human SAT and 
VAT. To determine if hypoxia-related gene 
expression in VAT adipocytes is related to 
endothelial dysfunction, native human 
CD34
+
/CD31
+
 cells were isolated by 
immunoselection/depletion from SAT and 
VAT from obese subjects in those biopsies 
that were of sufficient size. Genes involved in 
inflammation (chemokines and adhesion 
molecules), angiogenesis, metabolism, and 
cellular senescence were analyzed by real-
time PCR. Many of the genes encoding pro-
inflammatory and angiogenic factor receptors 
were up-regulated in VAT compared to SAT-
EC, including CC motif ligand 20 (CCL20), 
chemokine CXC motif ligand 8 (CXCL8), 
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM1), 
vascular endothelial growth factor receptor 2 
(VEGFR2), leptin receptor (Leptin R), and 
neuropilin 1 and 2 (NRP1 and 2; Figures 3A 
and 3B, respectively). Expression of genes 
involved in metabolism, such as endothelial 
lipase (EL), LPL, PPAR!, and GPIHBP1, 
tended to be higher in SAT than VAT-EC, 
although differences for EL and LPL did not 
reach statistical significance (Figure 3C). 
Immunohistochemical analyses confirmed the 
increased expression of ICAM1 and 
decreased expression of GPIHBP1 in EC 
from VAT compared to SAT in obese 
subjects (Figure 4B-4C and 4E-4F, 
respectively). To note, both proteins were 
expressed at similar levels in SAT from lean 
and obese subjects (Figure 4A, 4D). 
Moreover, real-time PCR analyses performed 
in isolated SAT-EC from lean subjects (n=6) 
did not differ substantially in CCL20, 
CXCL8, ICAM1, Leptin R, NRP2, and EL 
compared to obese SAT-EC (data not shown). 
Finally, expression of the deacetylase, SIRT1, 
was decreased while insulin-like growth 
factor binding protein 3 (IGFBP3), a gene up-
regulated in senescent EC, was increased in 
VAT-EC from obese subjects compared to 
SAT-EC (Figures 5A and 5B, respectively). 
No differences in SIRT1 and IGFBP3 
expression were detected in SAT-EC from 
lean and obese subjects (data not shown). To 
test if cellular senescence is more extensive in 
VAT than SAT-EC, immunofluorescence 
analyses were performed using an antibody 
directed against !-H2AX, a marker of 
senescent nuclei. !-H2AX positive nuclei 
were observed in both SAT and VAT (Figures 
5C and 5D, respectively), but at a higher 
density in VAT-EC (3.3-fold increase in VAT 
vs SAT, p=0.0004 **, n=10). 
Effects of the SAT and VAT 
microenvironment on senescence of human 
EC. To define effects of the SAT and VAT 
microenvironments on EC, native SAT-EC 
from non-obese women were treated with 
SAT and VAT adipocyte-conditioned media. 
Adipocyte-conditioned media clearly 
increased the number of SA-"-gal positive EC 
compared to control basal medium (Figures 
6B and 6A, respectively). Moreover, native 
SAT-EC treated with VAT conditioned 
medium developed a significantly higher 
percentage of senescent cells than the same 
native SAT-EC cells treated with SAT-
derived conditioned medium (Figure 6C). EC 
proliferation was significantly increased by 
both SAT and VAT adipocyte-conditioned 
media, but to a greater extent in VAT than 
SAT-EC (Figure 6D). Finally, to analyse the 
potential factor(s) involved in such a 
senescence-promoting effect of adipocyte-
conditioned media, SAT-EC were treated 
with VEGFA alone or with SAT- and VAT-
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derived conditioned media in the presence of 
neutralizing VEGFA antibody. Whereas 
VEGFA increased the number of SA-"-gal 
positive EC, the presence of a neutralizing 
VEGFA antibody reduced significantly the 
effects of SAT- and VAT-conditioned media 
(Figure 6C). 
 
DISCUSSION 
We found greater expression of 
hypoxia-related genes and smaller sizes of 
VAT than SAT adipocytes in obese subjects. 
The increased hypoxia in VAT is not likely to 
be a consequence of capillary rarefaction 
since vascular density, as well as EC number, 
were higher in VAT than SAT. However, the 
VAT-EC phenotype in obese subjects was 
markedly pro-angiogenic and inflammatory, 
with decreased expression of metabolism-
related genes, including EL, GPIHBP1, and 
PPAR!. This phenotype of VAT-EC in obese 
subjects could be related to premature EC 
senescence, as suggested by expression of the 
senescence markers, IGFBP3 and !-H2AX, as 
well as decreased expression of SIRT1. 
AT is regionally distinct in terms of 
function, adipokine production, and 
inflammation. Adipocytes from VAT appear 
to have reduced capacity for lipogenesis (17) 
and greater capacity for lipolysis than SAT 
cells (15), with VAT containing more pro-
inflammatory immune cells than SAT (12). In 
the present study and consistent with other 
reports (18; 19), marked hypertrophy of SAT 
compared to VAT adipocytes was observed in 
obese subjects. Increased expression of the 
hypoxia-related genes, HIF-1%, VEGFA, and 
GLUT1 was found in VAT compared to SAT 
adipocytes. Despite previous studies reported 
that leptin and FIAF are induced under 
hypoxic conditions (20; 21), we found they 
were lower in VAT than SAT. Irrespective of 
AT location, both leptin and FIAF transcript 
levels correlated with adipocyte size, as noted 
by others for leptin (22). Expression of 
VEGFA and GLUT1 was tightly linked with 
that of HIF-1%. Moreover, SAT adipocytes 
maintained under low oxygen conditions had 
higher VEGFA and GLUT1 expresssion than 
VAT, while the expression of both leptin and 
FIAF was not affected substantially. 
Together, the present results indicate that 
hypoxia-related processes are more highly 
activated in VAT than SAT and are not 
related to extent of adipocyte hypertrophy in 
obese subjects. Moreover, qualitative analyses 
by confocal microscopy and flow cytometry, 
using both the EC markers CD34 and CD31 
simultaneously, reveal that capillary network 
density was higher in VAT than in SAT. 
Therefore, hypoxia in VAT is unlikely to be a 
consequence of capillary rarefaction. 
Treatment of native SAT-EC 
originating from normal non-obese women 
with conditioned media originating from VAT 
adipocytes from obese subjects led to marked 
proliferation compared to conditioned media 
from SAT adipocytes from the same subjects. 
This suggests the microenvironment of VAT 
is more pro-angiogenic than SAT and is 
consistent with the greater capillary density in 
VAT than SAT. Whether increased pro-
angiogenic induction by VAT adipocytes is 
related to hypoxia- and inflammation-related 
events remains to be determined. Our results 
indicate that VAT-EC from obese subjects 
exhibited a markedly pro-inflammatory and 
angiogenic activated state, with increased 
expression of chemokines, adhesion 
molecules, and angiogenic factor receptors. 
This phenotype could contribute to the greater 
abundance of pro-inflammatory immune cells 
in VAT than SAT (12). EL and GPIHBP1 are 
EC-specific metabolic genes, at least in 
murine models (23). Together with PPAR! 
(the main regulator of GPIHBP1), these genes 
were down-regulated in VAT compared to 
SAT. A recent study in murine models of 
diet-induced obesity highlighted the key role 
of PPAR" in the modulation of EC function 
and metabolic alterations associated with 
obesity (7). Together our results show, 
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although the capillary density of VAT is 
higher than that of SAT, that VAT-EC exhibit 
a phenotype characterized by marked 
activation of inflammatory and angiogenic 
pathways associated with altered metabolic 
function in obese subjects. 
This pro-angiogenic, pro-
inflammatory phenotype might be related to 
premature endothelial cellular senescence. 
Indeed, senescent EC exhibit an activated 
state that may induced either by extensive cell 
replication, leading to premature irreversible 
cell growth arrest, or by various stresses, 
including oxidative stress (24). Decreased 
expression of SIRT1, together with increased 
expression of IGFBP3 and !-H2AX, have 
been noted in senescent, replicatively 
exhausted human EC (25-28), indications of 
cellular senescence we found in VAT-EC 
from obese subjects. Moreover, since 
conditioned media originating from VAT 
adipocytes increased the number of SA-!-gal 
positive EC, it is tempting to speculate that 
the chronic pro-angiogenic microenvironment 
of VAT promotes premature EC senescence, 
leading to endothelial dysfunction. 
Interestingly, VEGFA alone enhanced the 
number of SA-"-gal positive EC, although to 
a lesser extent than adipocyte-conditioned 
media. Moreover, neutralization of VEGFA 
reduced the senescence-promoting effect of 
the SAT and VAT adipocyte-conditioned 
media, suggesting that VEGFA might be an 
adipocyte-derived factor involved in 
premature adipose tissue EC senescence, 
consistent with its effects on EC senescence 
in other systems (29; 30). 
Cellular senescence in other cell types 
is associated with a senescent secretory 
phenotype, with increased production of pro-
inflammatory cytokines, chemokines, and 
extracellular matrix-modifying proteins, as 
well as angiogenic factors (31-35). It will be 
important to define the secreted protein 
profile of senescent VAT-EC and SAT-EC 
and to determine whether such a phenotype is 
involved in accumulation of immuno-
inflammatory cells. Consistent with this 
possibility, we previously showed that 
treatment of SAT-EC with SAT adipocyte-
conditioned media led to increased diapedesis 
of blood-derived monocytes (10).  
The subjects in our study were obese. 
Whether regional variation in fat tissue EC 
properties are already present in lean subjects 
or arise as a consequence of obesity needs to 
be determined. Since cellular senescence is 
increased in obesity (36) and since obesity is 
associated with aortic endothelial cell 
senescence (37), it is tempting to speculate 
that obesity could induce senescence in VAT-
EC to a greater extent than in SAT-EC. 
Consistent with this speculation, our study 
shows that SAT-EC from lean and obese 
subjects did not exhibit marked phenotypic 
differences or numbers relative to AT weight. 
If comparative studies of VAT-EC from lean 
and obese subjects validate our speculation, 
interventions that limit accumulation of 
senescent EC or their pro-inflammatory state 
could improve the approaches to limit 
inflammation due to obesity and its 
complications. 
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Table 1. Human SAT and VAT adipocyte sizes 
 SAT (% $ SEM) VAT (% $ SEM) P value 
Adipocytes <60 µm 29.1$3.6 33.8$3.0 0.12 ns 
Adipocytes >100 µm 33.2$3.0 19.1$2.2 0.0003** 
Data are percentages$SEM of small (< 60 µm) and large adipocytes (100 µm) in paired samples 
of SAT and VAT from n=30 subjects, * P<0.05, ** P<0.01; paired t tests between SAT and 
VAT. 
 
 
Figure legends 
 
Figure 1: Hypoxia-related genes in human SAT and VAT adipocytes 
(A) Comparison of mature adipocyte gene expression in SAT and VAT (n=30). Hypoxia 
inducible factor 1 or 2, alpha subunit (HIF-1#, HIF-2#), glucose transporter 1 (GLUT1), vascular 
endothelial growth factor A (VEGFA), and fasting-induced adipose factor (FIAF). Open bars: 
genes upregulated and solid bars: genes downregulated in VAT compared to SAT. Results are 
expressed as fold differences between VAT and SAT as means$SEM. * P<0.05, ** P<0.01; 
paired t tests between SAT and VAT. 
(B) SAT adipocyte gene expression under normoxic (Nx) and hypoxic conditions (1% O2) (n=6). 
Open bars: gene expression under normoxic conditions and solid bars: gene expression under 
hypoxic conditions. Results are expressed as means$SEM ** P<0.01; paired t tests between 
normoxic and hypoxic conditions. 
Figure 2: Vascular network and EC number in human SAT and VAT 
(A-B) Representative photomicrographs of three dimensional confocal immunofluorescence 
analyses of human (A) SAT and (B) VAT using antibodies directed against CD34 (green) and 
CD31 (red) (n=5). Original magnification (10.
(C) Flow cytometry analyses were performed on freshly harvested SVF using fluorescently-
labeled antibodies directed against CD34 and CD31 (n=30). Open bar: SAT and solid bar: VAT. 
Results are means±SEM of the number of CD34
+
/CD31
+
 cells per gram of AT * P<0.05; paired t
tests between the two AT depots. 
Figure 3: Expression of inflammatory, angiogenic, and metabolic genes in human SAT- 
and VAT-EC 
(A-C) Comparison of SAT and VAT-EC gene expression. CC motif ligand 20 (CCL20), CC 
motif ligand 2 (CCL2), chemokine CXC motif ligand 8 (CXCL8), platelet endothelial cell 
adhesion molecule-1 (PECAM1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM1), vascular 
endothelial growth factor receptor 1 and 2 (VEGFR1 and 2), leptin receptor (Leptin R), 
neuropilin 1 and 2 (NRP1 and 2), endothelial lipase (EL), lipoprotein lipase (LPL), peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPAR!), and GPI-anchored HDL-binding protein 1 
(GPIHBP1). Open bars: genes upregulated and solid bars: genes downregulated in VAT 
compared to SAT. Results are expressed as fold differences between VAT and SAT-EC as 
means$SEM (n=7 to 11) * P<0.05, ** P<0.01; paired t tests between SAT and VAT-EC. 
Figure 4: Expression of ICAM1 and GPIHBP1 proteins in SAT and VAT 
Representative photomicrographs of immunofluorescence analyses of human SAT from lean 
subjects (n=4, 5) (A, D), obese subjects (n=6, 9) (B, E) and VAT from obese subjects (n=6, 9) 
(C, F) using antibodies directed against ICAM1 (green) and CD34 (red) (A, B, C) GPIHBP1 
(green) (D, E, F) with nuclear staining with Hoescht 33342 (blue). Original magnification (40. 
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Figure 5: Markers of senescence in native EC in SAT and VAT 
(A-B) Expression of (A) sirtuin 1 (SIRT1, n=9) and (B) insulin-like growth factor binding 
protein 3 (IGFBP3, n=11) in SAT and VAT-EC. Open bars: SAT-EC and solid bars: VAT-EC. 
Results are expressed as means$SEM * P<0.05, ** P<0.01; paired t tests between SAT- and 
VAT-EC. 
(C-D) Representative photomicrographs of immunohistofluorescence analyses of human (C) 
SAT and (D) VAT using antibody directed against phospho-!-H2AX (red) and nuclear staining 
(blue) with Hoescht 33342 (n=10). Original magnification (40. 
Figure 6: Effect of the SAT and VAT microenvironment on EC senescence and 
proliferation
(A-B) Representative photomicrographs of native SAT-EC cultured in the presence (B) or 
absence (A) of adipocyte-conditioned media (n=6). Original magnification (20. 
(C) Percentage of SA-!-gal positive EC. Results are expressed as means±SEM as percent of 
control in the presence of VEGFA (n=3) (dotted) or adipocyte-conditioned media from SAT 
(open) or VAT (solid) treated (hatched) or not with VEGFA neutralizing antibody (n=3) * 
P<0.05, **, P<0.01 vs. control; $ P<0.05, $$ P<0.01, adipocyte-conditioned media alone vs. 
containing VEGFA neutralizing Ab. 
(D) Number of EC expressed as percentage of control. Hatched bar: control, open bar: SAT and 
solid bar: VAT. Results are expressed as means±SEM as percent of control * P<0.05, ** P<0.01, 
n=3. 
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Figure 6 
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3-2. Discussion de la partie 3 
 Dans cette étude nous avons voulu déterminer les caractéristiques des cellules 
endothéliales du tissu adipeux humain ainsi que l’impact des différences territoriales de tissus 
adipeux sur le phénotype de ces cellules. Nous avons tout d’abord déterminé le statut 
hypertrophique des adipocytes des tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux. Nos résultats, en 
accord avec la littérature (Tchernof, Belanger et al. 2006; Ledoux, Coupaye et al. 2009), 
montrent que les adipocytes de grande taille sont plus représentés dans le compartiment sous-
cutané que dans le viscéral. Cette observation nous permet de présupposer l'existence d'un 
statut hypoxique plus important dans les tissus sous-cutanés hypertrophiques. Les résultats 
obtenus sur les deux localisations anatomiques posent quelques questions sur les 
déterminismes de l'hypoxie. En effet, bien que l’expression des gènes décrits pour être 
dépendants de l’hypoxie soit régulée différemment dans les deux localisations de tissus 
adipeux, l’expression d’HIF-1, du VEGF-A et de GLUT1 est plus élevée dans le tissu 
viscéral qui est le moins hypertrophique alors que celle de la leptine et de FIAF est plus 
importante dans le tissu sous-cutané, le plus hypertrophique. Ceci nous permet de proposer, 
d’une part, que l’hypoxie dans le tissu adipeux n’est peut être pas dépendante de la taille des 
adipocytes qui le constitue, et d’autre part, que l’expression de ces gènes pourrait être régulée 
soit par le statut hypoxique du tissu (dans le viscéral) soit par la taille adipocytaire (dans le 
sous-cutané). Par la suite, nous avons cherché des éléments permettant d’expliquer le statut 
plus hypoxique du tissu adipeux viscéral par rapport au sous-cutané. La densité des réseaux 
vasculaires ainsi que le nombre de cellules endothéliales ramené au poids du tissu sont plus 
élevés dans le tissu adipeux viscéral que dans le sous-cutané. Ceci va à l’encontre des 
observations précédentes concernant le statut hypoxique du tissu adipeux viscéral. Nous 
avons donc posé l’hypothèse que le réseau vasculaire dans le tissu adipeux viscéral 
présenterait une inadaptation fonctionnelle, contrairement à celui du tissu adipeux sous-
    
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cutané. Nous avons alors caractérisé le phénotype des cellules endothéliales dans ces deux 
territoires adipeux. Les profils d’expression génique différentiels obtenus montrent que les 
cellules endothéliales du tissu adipeux viscéral présentent une activation angiogénique et 
inflammatoire plus importante qu’en sous-cutané ; elle est associée à une perte de fonction 
métabolique. Cet état particulier nous a amené à penser que ces cellules possédaient des 
caractéristiques de cellules sénescentes. En effet, les cellules sénescentes ont été décrites pour 
avoir des profils d’expression de molécules inflammatoires élevés (Foreman and Tang 2003; 
Castro, Xia et al. 2004; Shi, Hubbard et al. 2007). Par conséquent, nous avons affiné notre 
étude en recherchant plus spécifiquement des caractéristiques de la sénescence dans les 
cellules endothéliales et les vaisseaux sanguins des tissus adipeux humains sous-cutanés et 
viscéraux. Les résultats obtenus ont confirmé l'existence d'une proportion de cellules 
endothéliales sénescentes plus importante dans le tissu adipeux viscéral que dans le sous-
cutané. Cette observation pourrait expliquer le statut plus hypoxique du tissu adipeux viscéral 
et la diminution d’expression des marqueurs impliqués dans la contribution des cellules 
endothéliales dans la régulation du métabolisme adipocytaire. Enfin, nous avons cherché à 
identifier les facteurs inducteurs de la sénescence des cellules endothéliales dans le tissu 
adipeux humain. Pour cela les cellules endothéliales de tissus adipeux humains sous-cutanés 
de patients non-obèses ont été cultivées en présence de sécrétions adipocytaires provenant de 
tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux de patients obèses ou de VEGFA. Les sécrétions 
adipocytaires et le VEGFA favorisent l’entrée en sénescence des cellules endothéliales du 
tissu adipeux humain ; cet effet est aboli par un pré-traitement avec des anticorps neutralisants 
dirigés contre le VEGFA. De plus, les sécrétions d’adipocytes viscéraux induisent la 
sénescence dans ces cellules de façon plus importante que celles des adipocytes du 
compartiment sous-cutané. Le type de sénescence impliqué ici n’a pas été clairement 
identifié. Même si les sécrétions adipocytaires viscérales augmentent la prolifération des 
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cellules endothéliales de façon plus marquée que celles du compartiment sous-cutané, 
l’implication de la sénescence réplicative ne peut pas être affirmée. Il faudrait mesurer la 
longueur des télomères, par cytométrie en flux par exemple (Kapoor, Hakim et al. 2009), pour 
le démontrer de façon convaincante. Par conséquent, l’induction d’une sénescence prématurée 
induite par un stress extrinsèque ne peut être écartée. En effet, de nombreux autres inducteurs 
d’une sénescence prématurée peuvent être envisagés in situ dans le tissu adipeux dans le 
contexte de l’obésité. Certaines molécules, telles que le VEGFA, augmentées avec l’état 
d’obésité des patients, ont été décrites comme étant de bons inducteurs de la sénescence 
(Kurz, Hong et al. 2003; Trivier, Kurz et al. 2004). Les expériences de cette étude mettant en 
avant le rôle du VEGFA en tant que sécrétion adipocytaire dans l’induction de la sénescence 
des cellules endothéliales du tissu adipeux humain étayent cette hypothèse. 
 En conclusion, le tissu adipeux humain viscéral représente un micro-environnement 
favorisant une prolifération et un état d’activation des cellules endothéliales supérieur à ceux 
induit au niveau sous-cutané. L’existence de ce micro-environnement pro-angiogénique au 
niveau viscéral n’est pas corrélée à une meilleure perfusion (statut hypoxique) du tissu ni à 
une meilleure fonction endothéliale (diminution de la fonction métabolique) en comparaison 
avec le tissu sous-cutané. Au contraire, il favorise l’apparition du processus de sénescence 
dans les cellules endothéliales dans une plus grande mesure en viscéral qu’en sous-cutané. 
Ceci pourrait expliquer la contribution disproportionnée de la graisse viscérale dans les 
complications métaboliques associées à l’obésité.  
    
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4. Influence de l’indice d’adiposité des patients sur le phénotype sénescent 
des cellules du tissu adipeux humain sous-cutané 
 Peu d’études se sont intéressées aux réseaux vasculaires du tissu adipeux humain dans 
un contexte d’obésité (Hewett, Murray et al. 1993; Hutley, Herington et al. 2001; Pasarica, 
Sereda et al. 2009) et encore moins à la caractérisation d’une potentielle dysfonction 
endothéliale in situ. Notre étude, présentée dans la partie 3, a permis de mettre en évidence la 
sénescence dans les cellules endothéliales du tissu adipeux humain viscéral et dans une 
moindre mesure dans le tissu adipeux sous-cutané de patients obèses (Villaret, Galitzky et al. 
2010). La promotion du processus de sénescence dans les cellules endothéliales par le micro-
environnement du tissu adipeux humain avec le développement de l’obésité pourrait conduire 
à une abolition de la réponse angiogénique et à une perte d’intégrité endothéliale. Le fait que 
ce processus pourrait avoir lieu au niveau systémique, via les sécrétions adipocytaires, et 
contribuer à la perte de fonction endothéliale associée à l’obésité est une possibilité 
intéressante. C’est pourquoi nous avons étudié l’influence de l’indice d’adiposité des patients 
sur la sénescence des cellules constituant le tissu adipeux humain, sur l’intégrité de 
l’endothélium vasculaire ainsi que sur l’implication potentielle de son micro-environnement, 
et notamment de la leptine, dans l’induction de ce processus dans les cellules endothéliales in 
situ. Un effet systémique potentiel des sécrétions adipocytaires, dont la leptine, sur les cellules 
endothéliales constitutives des réseaux vasculaires périphériques a également été exploré. 
4-1. Evaluation de la proportion et du type de cellules sénescentes dans le tissu adipeux 
humain 
 Afin de déterminer la présence de cellules sénescentes, la détection à pH6 de l’activité 
SA--gal a été utilisée comme marqueur de la sénescence sur des fragments de tissus adipeux 
humains sous-cutanés abdominaux. Les analyses en microscopie de phase ont révélé des 
vaisseaux positifs pour l’activité SA--gal dans le tissu adipeux (Figure 29A). La 
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quantification de cette activité SA--gal dans le tissu adipeux a montré une corrélation 
positive avec l’indice de masse corporelle des patients (Figure 29B) indépendamment de leur 
âge. Ce résultat suggère donc une augmentation de la proportion de cellules sénescentes avec 
la mise en place de l’obésité. 
Figure 29. La sénescence dans le tissu adipeux humain sous-cutané en fonction de l’état 
d’adiposité des patients. (A) Photomicrographie en microscopie de phase représentant le tissu 
adipeux humain sous-cutané abdominal coloré afin de détecter l’activité SA--gal (cellules 
bleues) (n=24) (×20). (B) Corrélation entre la quantité d’activité SA--gal présente dans le 
tissu adipeux, déterminée par densité optique (DO) et exprimée par gramme de tissu adipeux 
(TA), et l’indice de masse corporelle (IMC) des patientes, indépendamment de l’âge (* 
P<0,05 ; Spearman r=0,41 ; n=24, IMC moyen=29,3±1,4 kg/m², âge moyen=44±3 ans). 
 Afin d’identifier les populations cellulaires sénescentes dans la fraction stroma-
vasculaire du tissu adipeux humain, nous avons développé un test de détection de l’activité 
SA--gal en cytométrie en flux (Figure 30). Brièvement, cette technique permet de distinguer 
l’activité -galactosidase endogène de celle liée à la sénescence. Pour cela la chloroquine est 
utilisée car elle augmente le pH lysosomal (∼ pH6) et inhibe ainsi l’activité -galactosidase 
endogène (détectable à pH4). En présence de chloroquine, l’activité -galactosidase résiduelle 
observée correspond donc à l’activité SA--gal. En revanche, en absence de chloroquine, 
l’activité -galactosidase observée correspond à l’activité enzymatique totale, reflet de la 
masse lysosomale des cellules. 
 Les macrophages (Figure 30B) ont une activité lysosomale intrinsèque, observée en 
absence de chloroquine, plus importante que les cellules endothéliales (Figure 30A) et les 
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cellules progénitrices (Figure 30C). En revanche, en présence de chloroquine, l’activité SA--
gal est détectable dans les cellules endothéliales et les macrophages natifs du tissu adipeux 
humain mais peu voire pas dans les cellules progénitrices. De plus, les cellules endothéliales 
représentent le type cellulaire comportant le plus haut niveau de cette activité SA--gal 
résiduelle, suggérant qu’il s’agit de la population cellulaire de la fraction stroma-vasculaire du 
tissu adipeux la plus sensible au processus de sénescence. 
Figure 30. Evaluation de l’activité -galactosidase associée à la sénescence (SA--gal) sur les 
cellules de la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux humain. Préincubation de 300000 
cellules en milieu minimum (ECBM sans rouge de phénol/0,1% bovine serum albumin fatty 
acids free) en présence ou en absence de 300 µM de chloroquine pendant 2h à 37°C, 5% C02. 
Ajout d’une solution de C12FDG (C12-fluorescein di--D-galactopyranoside) à 33 µM 
pendant 4h à 37°C, 5% C02. Après des étapes de lavage, les cellules ont été incubées avec les 
anticorps APC-CD31, PerCP-CD34 and PE-Cy7-CD14 ou les isotypes contrôles appropriés 
avant analyse avec un cytomètre en flux, FACSCantoII et le logiciel Diva (n=1, IMC=36,9 
kg/m², âge=45 ans). CE : cellules endothéliales CD34
+
/CD31
+
; Macro : macrophages CD14
+
; 
Prog : cellules progénitrices CD34
+
/CD31
-
. 
 Nous avons ensuite déterminé l’impact de la leptine sur l’induction du processus de 
sénescence dans les cellules endothéliales natives du tissu adipeux humain. Le traitement de 
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ces cellules avec des concentrations croissantes en leptine (1, 10, 100 ng/mL) conduit à une 
augmentation, concentration-dépendante, du nombre de cellules positives pour l’activité SA-
-gal, avec un effet maximum à 100 ng/mL de leptine (augmentation de 2,3 fois, p<0,05 * ; 
Figure 31). 
Figure 31. Influence de la leptine sur l’entrée en sénescence des cellules endothéliales natives 
du tissu adipeux humain sous-cutané. Les cellules endothéliales (CE) natives du tissu adipeux 
humain ont été cultivées en présence ou absence (Ctrl : contrôle) de concentrations croissantes 
en leptine (1, 10, 100 ng/mL) (n=12, IMC moyen=27,7±2,4 kg/m², âge moyen=47±4 ans) et 
l’activité SA--gal caractéristique de la sénescence a été évaluée (cellules positives bleues). 
Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de CE positives pour l’activité SA--gal ± 
SEM et sont considérés significatifs lorsque * P<0,05 ; vs contrôle. 
 Ces derniers résultats nous permettent de conclure que la sénescence des cellules 
endothéliales pourrait être induite in situ par la sécrétion de leptine, décrite pour être accrue 
au cours de la mise en place de l’obésité (Considine, Sinha et al. 1996; Skopkova, Penesova et 
al. 2007). 
4-2. Conséquences du phénotype sénescent des cellules endothéliales dans le tissu 
adipeux humain avec l’obésité 
 Afin d’évaluer l’évolution de l’état de perméabilité de l’endothélium avec le 
développement de l’obésité, des analyses en microscopie à fluorescence ont été réalisées sur  
Ctrl 1 10 100
0
100
200
300
400
500
600
Leptine (ng/mL)
*
C
E
 S
A
- β-
g
al
+
(%
 d
u
 c
o
n
tr
ô
le
)
    
 		
des fragments de tissus adipeux humains sous-cutanés de patients normo-pondérés et obèses 
(Figure 32).  
Figure 32. Détermination de la perméabilité de l’endothélium du tissu adipeux humain sous-
cutané selon l’état d’obésité des patients par microscopie à fluorescence. Photomicrographie 
en microscopie à fluorescence représentant le tissu adipeux humain sous-cutané abdominal 
marqué pour (A) la VE-cadherin (VE-cad) (vert) et le CD34 (rouge), (B) les IgG (vert), (C) 
l’albumine (vert) et (D) le fibrinogène (vert) chez des patients normo-pondérés (NP, IMC 
moyen=23,5±0,6 kg/m², âge moyen=41±4 ans) (n=4) et obèses (OB, IMC moyen=47,4±2,4 
kg/m², âge moyen=44±5 ans) (n=4) (×20). 
 Comme le montre la figure 32A, l’expression de la VE-cadherin diminue fortement 
jusqu’à devenir inexistante par endroits chez les sujets obèses en comparaison aux patients 
normo-pondérés, alors que l’expression du CD34 n’est pas modulée par l’IMC des patients. 
 L’extravasation de protéines plasmatiques a également été recherchée à l’aide 
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d’anticorps dirigés contre les immunoglobulines (IgG), l’albumine et le fibrinogène. Des 
signaux positifs correspondant aux IgG (Figure 32B) et à l’albumine (Figure 32C) sont 
présents dans les vaisseaux chez les sujets normo-pondérés alors qu’aucun dépôt de 
fibrinogène n’a été détecté chez ces patients (Figure 32D). En revanche, chez les patients 
obèses, un marquage IgG positif diffus est retrouvé dans le stroma (Figure 32B), alors que des 
dépôts non-continus d’albumine sont observés dans les vaisseaux et le stroma (Figure 32C). 
De plus, un réseau structuré de dépôts de fibrinogène est visualisé chez les sujets obèses 
(Figure 32D).  
 L’observation d’une extravasation de protéines plasmatiques uniquement dans le tissu 
adipeux d’obèses suggère que l’état d’adiposité des patients s’accompagne d’une altération 
notable de la perméabilité de l’endothélium. 
4-3. Conséquences systémiques de l’état d’obésité sur la sénescence des cellules 
endothéliales dans les tissus périphériques 
 Nous avons ensuite voulu déterminer si le micro-environnement du tissu adipeux, 
notamment via les sécrétions adipocytaires, était capable d’induire le processus de sénescence 
dans les cellules endothéliales d’autres lits vasculaires ou si cet effet était restreint in situ à la 
micro-circulation du tissu adipeux. Pour cela nous avons traité les cellules endothéliales 
micro-vasculaires humaines provenant de divers compartiments anatomiques (derme et 
poumon) avec des sécrétions adipocytaires caractéristiques des sujets obèses, ainsi qu’avec de 
la leptine, et évalué la proportion de cellules entrant en sénescence. 
 Dans un premier temps, nous avons caractérisé les cellules endothéliales micro-
vasculaires du derme humain (HDMEC) (Figure 33A) et les cellules endothéliales micro- 
vasculaires pulmonaires humaines (HPMEC) (Figure 33B) en culture in vitro. Les marqueurs 
endothéliaux CD31 et VE-cadherin sont exprimés par la totalité des HDMEC et des HPMEC.  
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Figure 33. Caractérisation des cellules endothéliales micro-vasculaires du derme humain 
(HDMEC) et des cellules endothéliales micro-vasculaires pulmonaires humaines (HPMEC). 
Les HDMEC et HPMEC (Promocell) ont été cultivées dans les mêmes conditions que les 
cellules endothéliales natives du tissu adipeux humain et utilisées des passages 4 à 6. 
L’expression des marqueurs endothéliaux CD31 et cadhérine de l’endothélium vasculaire 
(VE-cadherin) a été évaluée en immunofluorescence (n=2) (×20).  
 Dans un second temps, nous avons traité ces cellules ainsi caractérisées par des 
milieux conditionnés d’adipocytes matures de sujets obèses.  
 Le traitement des HDMEC par des milieux conditionnés d’adipocytes matures 
augmente significativement le nombre de cellules positives pour l’activité SA--gal alors que 
la leptine à 100 ng/mL conduit à une augmentation de la proportion de cellules sénescentes 
sans atteindre le seuil de significativité (Figure 34). Aucun de ces traitements n’a d’impact sur 
le nombre de cellules par puits (Figure 34). 
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Figure 34. Impact des sécrétions adipocytaires et de la leptine sur l’entrée en sénescence des 
HDMEC. La détection de l’activité SA--galactosidase (SA--gal) ainsi que le nombre de 
cellules par puits ont été déterminés in vitro en présence ou en absence (Ctrl : contrôle, n=3) 
de milieux conditionnés d’adipocytes matures (ADIP, n=11) ou de leptine à 100 ng/mL 
(L100, n=3) (×20). Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de HDMEC positives 
pour l’activité SA--gal ± SEM ou en nombre moyen de HDMEC ± SEM et sont considérés 
significatifs lorsque * P<0,05 ; ** P<0,01 ; vs contrôle. 
 Les HPMEC traitées avec des milieux conditionnés d’adipocytes matures de sujets 
obèses se comportent de la même façon que les HDMEC, i.e. augmentation significative de la 
sénescence. En revanche, le traitement des HPMEC par la leptine n’entraîne même pas une 
tendance à l’augmentation de la sénescence dans ce type cellulaire (Figure 35). De plus, 
contrairement aux HDMEC, la prolifération des HPMEC est significativement augmentée par 
le traitement avec les milieux conditionnés d’adipocytes matures (Figure35). La leptine à 100 
ng/mL augmente légèrement la prolifération de ces cellules sans atteindre le seuil de 
significativité. 
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Figure 35. Impact des sécrétions adipocytaires et de la leptine sur l’entrée en sénescence des 
HPMEC. La détection de l’activité SA--galactosidase (SA--gal) ainsi que le nombre de 
cellules par puits ont été déterminés in vitro en présence ou en absence (Ctrl : contrôle, n=3) 
de milieux conditionnés d’adipocytes matures (ADIP, n=12) ou de leptine à 100 ng/mL 
(L100, n=3) (×20). Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de HPMEC positives 
pour l’activité SA--gal ± SEM ou en nombre moyen de HPMEC ± SEM et sont considérés 
significatifs lorsque * P<0,05 ; vs contrôle. 
 Ces résultats semblent indiquer que les sécrétions adipocytaires, chez l’obèse, 
favorisent la sénescence des cellules endothéliales de localisations variées (derme et 
poumons) mais présentent des effets inducteurs de la prolifération des cellules endothéliales 
dépendant du lit vasculaire considéré. De plus, la leptine conduit également à une réponse vis-
à-vis de la sénescence dépendante de la localisation anatomique des cellules endothéliales 
micro-vasculaires. 
4-4. Discussion de la partie 4 
 Cette étude a montré que l’indice d’adiposité des patients est corrélé positivement à 
l’augmentation de la quantité de cellules sénescentes dans le tissu adipeux humain sous-
cutané. Les cellules endothéliales semblent davantage sensibles à ce micro-environnement et 
entrent en sénescence en plus grande proportion que les autres types cellulaires (macrophages 
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et cellules progénitrices). La leptine stimule l’induction du processus de sénescence dans les 
cellules endothéliales in vitro. L’extravasation de protéines plasmatiques (IgG, albumine et 
fibrinogène) a été mise en évidence uniquement dans le tissu adipeux sous-cutané des sujets 
obèses. Les sécrétions adipocytaires, et dans une moindre mesure la leptine, stimulent l’entrée 
en sénescence des cellules endothéliales issues de lits vasculaires périphériques (poumons et 
derme), suggérant un potentiel effet systémique de l’obésité sur la fonction endothéliale 
globale. L’effet plus contrasté de la leptine sur la sénescence des HDMEC par rapport aux 
cellules endothéliales du tissu adipeux humain, ainsi que son absence d’effet sur les HPMEC 
pourraient suggérer une régulation de l’expression du récepteur à la leptine différente selon le 
lit vasculaire auquel appartiennent ces cellules endothéliales micro-vasculaires.  
 Une caractéristique des cellules sénescentes est l’activité SA--gal, manifestation de 
l’augmentation de la masse lysosomale (Kurz, Decary et al. 2000). L’utilisation de ce 
marqueur a permis de mettre en évidence des cellules endothéliales sénescentes dans les 
plaques d’athéroscléroses chez l’homme (Vasile, Tomita et al. 2001; Minamino, Miyauchi et 
al. 2002). Notre étude démontre que les vaisseaux positifs pour l’activité SA--gal sont 
présents dans le tissu adipeux humain. En accord avec nos résultats, des observations 
récentes, chez la souris, ont montré que la sénescence cellulaire est augmentée avec l’obésité 
dans le tissu adipeux et est associée au développement d’un environnement pro-inflammatoire 
et d’une insulino-résistance (Minamino, Orimo et al. 2009). Cependant, le type de cellules 
engagé dans le processus de sénescence n’a pas été déterminé dans ce travail. Dans notre 
étude, bien qu’une accumulation de précipités bleus, signant l’activité SA--gal, ait été 
distinctement observée dans les vaisseaux du tissu adipeux humain, il nous est apparu 
primordial de déterminer clairement le statut sénescent des cellules endothéliales natives sans 
effet néfaste et confondant de la culture in vitro. Pour cela, nous avons mis au point un 
protocole de détection de l’activité SA--gal sur les cellules natives de la fraction stroma-
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vasculaire en cytométrie en flux (Figure 30). Une fois utilisé en routine au laboratoire, ce test 
nous permettra de déterminer de façon précise l’évolution de la proportion de cellules 
sénescentes dans les différents types cellulaires présents dans la fraction stroma-vasculaire du 
tissu adipeux avec l’indice de masse corporelle des patients. 
 L’état d’obésité chez l’homme semble créer in situ dans le tissu adipeux un 
environnement propice à l’entrée en sénescence des cellules endothéliales. En effet, dans la 
partie 3 nous avons démontré que le VEGFA, décrit pour être augmenté avec l’obésité (Silha, 
Krsek et al. 2005), stimule l’entrée en sénescence des cellules endothéliales natives du tissu 
adipeux humain. De plus, la leptine, adipokine dont les taux plasmatiques et l’expression sont 
augmentés avec l’état d’obésité (Considine, Sinha et al. 1996; Skopkova, Penesova et al. 
2007), est également capable d’induire le processus de sénescence dans ces cellules. Cette 
augmentation de l’entrée en sénescence des cellules endothéliales dans le tissu adipeux 
humain de sujets obèses pourrait expliquer l’apparition de zones locales d’hypoxie visualisées 
dans plusieurs études, chez la souris (Hosogai, Fukuhara et al. 2007; Ye, Gao et al. 2007; 
Rausch, Weisberg et al. 2008) et chez l’homme (Kabon, Nagele et al. 2004; Fleischmann, 
Kurz et al. 2005; Pasarica, Sereda et al. 2009). Cependant, la dysfonction endothéliale in situ
dans le tissu adipeux humain n’avait jamais été démontrée jusqu'ici. Nous apportons un 
élément de réponse original en montrant une extravasation anormale des protéines 
plasmatiques (IgG, albumine et fibrinogène) dans le tissu adipeux humain de patients obèses 
qui suggère une fonction altérée du rôle de barrière des cellules endothéliales in situ. En 
revanche, la dysfonction endothéliale associée à l’obésité a déjà été observée dans des lits 
vasculaires extérieurs au tissu adipeux et elle est considérée comme étant à l’origine des 
pathologies cardiovasculaires apparaissant chez les sujets obèses (Stapleton, James et al. 
2008). Une étude récente a montré que l’obésité est également associée à la sénescence des 
cellules endothéliales des macro-vaisseaux au niveau aortique, chez la souris (Wang, Kim et 
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al. 2009), suggérant un lien entre obésité, dysfonction endothéliale et sénescence. Cependant, 
le ou les inducteur(s) de cette sénescence des cellules endothéliales, que ce soit in situ dans le 
tissu adipeux ou au niveau périphérique, n’ont jamais été identifiés. Les expériences conduites 
ici sur les cellules endothéliales micro-vasculaires humaines provenant de divers 
compartiments anatomiques (derme et poumon), nous permettent de postuler que les 
sécrétions adipocytaires, et de façon plus contrastée la leptine, constituent de bons candidats. 
La leptine semble avoir un effet tissu spécifique, peut-être en rapport avec le niveau 
d'expression de ses récepteurs dans les diverses cellules. Il reste donc sûrement à identifier 
d’autres inducteurs, présents dans les sécrétions adipocytaires mais aussi dans les sécrétions 
issues des autres types cellulaires présents dans la fraction stroma-vasculaire. Le nombre de 
partenaires potentiels et l'existence de synergies mécanistiques entre les différents partenaires 
compliquent notablement l'exploration plus approfondie de la question. 
  
En conclusion, l’obésité chez l’homme est associée à une modulation de l’intégrité des 
cellules endothéliales dans le tissu adipeux. La promotion de la sénescence des cellules 
endothéliales avec l’obésité par le micro-environnement du tissu adipeux, incluant la sécrétion 
de leptine, pourrait conduire à une réponse angiogénique altérée et à une perte de l’intégrité 
fonctionnelle endothéliale chez l’homme, aussi bien dans le tissu adipeux qu’au niveau 
systémique. Ceci pourrait contribuer à la perte de la fonction endothéliale associée à l’obésité 
rapportée dans certaines explorations cliniques. 
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Conclusions et perspectives 
 Ce travail de thèse a eu pour objectif de caractériser la composante vasculaire du tissu 
adipeux humain, peu explorée au moment où nous avons initié nos travaux bien que des 
études des variations des flux sanguins locaux aient révélé de notables disparités en fonction 
des niveaux d'obésité. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux cellules 
endothéliales qui constituent un des éléments majeurs du lit vasculaire et capillaire (Figure 
36). Nous avons tout d’abord visualisé ces réseaux vasculaires, en immunohistofluorescence 
in situ dans le tissu adipeux humain fraîchement isolé, en étudiant l’expression endothéliale 
des marqueurs de surface CD34 et CD31. Cette méthode, aisée à mettre œuvre, s'est avérée 
très utile et nous a permis de bien visualiser l'organisation vasculaire au sein d'un prélèvement 
de tissu adipeux et les altérations fonctionnelles éventuelles.  
 L’isolement des cellules CD34
+
/CD31
+
 par la technique d’immunosélection/déplétion 
nous a ensuite permis de caractériser ces cellules à l’état natif et de confirmer leur 
appartenance aux cellules endothéliales par l’expression de nombreux marqueurs 
endothéliaux spécifiques (CD31, VE-cadherin, vWF, VEGFR1 et 2, TIE1 et 2, NRP1, 
ICAM1, connexines 37 et 40). La mise au point d’un modèle de culture in vitro de ces 
cellules nous a enfin permis d’étudier leur phénotype et son évolution en fonction de l’état 
d’obésité des patients et de la localisation du territoire adipeux. Nous avons en effet observé 
que les réseaux vasculaires sanguins du tissu adipeux humain varient en terme de densité, de 
nombre et de phénotype des cellules endothéliales avec l’apparition de l’obésité mais aussi en 
fonction du territoire adipeux dans lequel ils se trouvent. Les marqueurs utilisés dans nos 
études nous permettent de proposer que l’obésité est caractérisée par une augmentation de 
l’état d’activation des cellules endothéliales, en termes de processus inflammatoires et de 
capacités de remodelage, de façon encore plus marquée dans le tissu adipeux viscéral qu’au 
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niveau sous-cutané. Cependant, cet état d’activation supérieur des cellules endothéliales au 
niveau viscéral ne semble pas être corrélé à une meilleure perfusion du tissu (statut hypoxique 
des adipocytes) ni à une meilleure fonction endothéliale. Au contraire, il favorise l’entrée en 
sénescence d'une plus grande proportion de cellules endothéliales dans le tissu adipeux 
viscéral que dans le sous-cutané. Ce processus, tout de même observé dans le tissu adipeux 
sous-cutané, est favorisé par le niveau d’adiposité des patients, probablement par le biais de 
certaines sécrétions adipocytaires, augmentées avec l’obésité, comme la leptine et le VEGFA. 
Enfin, nous avons noté que les sécrétions adipocytaires sont aussi capables d’induire ce 
processus de sénescence dans des cellules endothéliales issues de lits vasculaires 
périphériques (derme et poumons). Ces derniers résultats pourraient permettre d'impliquer les 
productions adipocytaires dans la genèse de certaines dysfonctions endothéliales associées à 
l’obésité ; dysfonctions à l’origine de nombreux troubles cardiovasculaires. Par conséquent, 
au vu de nos résultats, il semble raisonnable de proposer la mise au point d’interventions 
visant à limiter l’accumulation de cellules endothéliales sénescentes ou à prévenir l'apparition 
d'un état pro-inflammatoire. Ceci pourrait constituer une approche à visée thérapeutique 
intéressante pour limiter les complications associées à l’obésité. Cependant, et avant d’en 
arriver à une nouvelle thérapie, différents points restent encore à élucider et nos résultats 
soulèvent un certain nombre de questions. 
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Figure 36. Conclusion. L’augmentation de l’hypoxie ainsi que de l’inflammation dans le tissu 
adipeux humain liée au développement de l’obésité, dans le territoire viscéral, est confirmée 
par cette étude. Ces deux processus jouent un rôle dans l’activation des cellules endothéliales 
et l’extension des réseaux vasculaires. Cependant, cette activation est associée à l’entrée en 
sénescence des cellules endothéliales ce qui est probablement à l’origine du défaut de barrière 
endothéliale visualisé par l’extravasation de protéines plasmatiques. Par conséquent, le 
processus d’angiogenèse dans le tissu adipeux de sujets obèses ne semble pas se faire 
correctement et n’est donc pas capable de contrecarrer l’hypoxie locale. 
Toutefois, certains points ne sont pas encore élucidés comme l’influence de l’inflammation, et 
plus globalement, du micro-environnement du tissu adipeux de sujets obèses sur la 
sénescence des cellules endothéliales. L’angiogenèse inadaptée qui semble se mettre en place 
est-elle à l’origine de la sénescence endothéliale ou n'en est-elle qu’une conséquence ? Enfin, 
dans quelle mesure cette sénescence des cellules endothéliales influe-t-elle sur les pathologies 
associées à l’obésité ? 
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Caractérisation des mécanismes impliqués dans l’induction de la sénescence 
des cellules endothéliales du tissu adipeux humain.
 Ce travail de thèse a permis de mettre en évidence l’induction de la sénescence dans 
les cellules endothéliales du tissu adipeux humain, néanmoins le type d’inducteur mis en jeu 
dans ce processus (sénescence réplicative ou induite par un stress) reste à être défini. Diverses 
propositions d'extension de nos travaux peuvent être certainement proposées. Cependant, il ne 
faut pas oublier les limites expérimentales inhérentes au nombre de cellules que l'on peut 
collecter ainsi que les difficultés de maintien optimal de leurs capacités fonctionnelles.  
Parmi les facteurs de stress induisant la sénescence on retrouve très largement le stress 
oxydatif (von Zglinicki, Saretzki et al. 1995) notamment au niveau de l’endothélium 
(Rodriguez-Manas, El-Assar et al. 2009). Or, dans le tissu adipeux, le stress oxydatif peut être 
induit par certaines adipokines ou cytokines dont la leptine (Bouloumie, Marumo et al. 1999). 
De plus, les cellules endothéliales sont très sensibles aux dommages mitochondriaux qui sont 
capables d’induire leur entrée en sénescence (Schleicher, Shepherd et al. 2008). Il serait donc 
intéressant de réaliser des analyses de la longueur des télomères (sénescence réplicative), du 
stress oxydatif et des dommages mitochondriaux sur la fraction stroma-vasculaire du tissu 
adipeux humain sous-cutané chez des patients présentant des indices de masse corporelle 
variables ainsi que sur des biopsies appariées de tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux de 
sujets obèses. L’expression du marqueur des dommages à l’ADN, H2AX, pourrait aussi être 
analysée sur des fragments de tissus adipeux sous-cutanés en fonction de l’indice d’adiposité 
des patients. Il serait également intéressant de déterminer l’évolution de l’expression, dans les 
cellules endothéliales du tissu adipeux, des marqueurs classiquement activés lors du processus 
de sénescence (p53, p21, p16, Cycline D, ARF) ainsi que leurs facteurs de transcription 
(Twist, Ets 1/2, BMI1), mais aussi des marqueurs impliqués dans la protection contre la 
sénescence (SIRT1), en fonction du degré d’adiposité des patients. Ce type d’approches, 
réalisé sur les tissus et les cellules endothéliales, permettrait de déterminer si l’obésité per se
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comme la localisation du tissu adipeux ont un impact sur le type de sénescence induite dans 
les cellules endothéliales et si cette sénescence présente des possibilités de prévention ou de 
réversibilité.  
Impact du micro-environnement du tissu adipeux humain sur l’induction 
et/ou l’inhibition de la sénescence des cellules endothéliales. 
* Influence de l’obésité et de la localisation du tissu adipeux : Nous avons montré que 
le micro-environnement du tissu adipeux d’obèses favorise l’induction de la sénescence dans 
les cellules qui le constituent dans une proportion plus ou moins importante selon le type 
cellulaire considéré (cellules endothéliales, macrophages et cellules progénitrices). 
Cependant, ces résultats restent très préliminaires. Il serait donc intéressant de déterminer 
l’impact du degré d’adiposité des patients ainsi que de la localisation du dépôt adipeux sur 
l’évolution du phénotype sénescent de ces différents types cellulaires de la fraction stroma-
vasculaire du tissu adipeux humain. Pour cela, la technique de détection de l’activité SA--gal 
en cytométrie en flux que nous avons mise au point récemment devrait pouvoir être utilisée 
avec succès. Compatible avec le nombre de cellules que l'on peut collecter à partir de nos 
prélèvements, elle doit faire l'objet de travaux complémentaires.  
* Les voies de signalisation de la sénescence induites dans les cellules endothéliales : 
Par ailleurs, nos études ont montré que les sécrétions adipocytaires, dont le VEGFA et la 
leptine, sont capables d’induire le processus de sénescence dans les cellules endothéliales 
natives du tissu adipeux humain. Ces effets pourraient être liés à un effet pro-prolifératif ou 
pro-oxydant de la leptine qui a déjà été décrit dans les HUVECs (Bouloumie, Drexler et al. 
1998; Bouloumie, Marumo et al. 1999). Les milieux conditionnés sont complexes ; on ne peut 
pas exclure l'existence de synergies entre les différents facteurs qui viennent 
compliquer/enrichir les processus. Nous ne les avons pas explorées jusqu'ici, mais il ne faut 
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pas les négliger dans de futures recherches. Pour parfaire nos études, il faudrait certainement 
mieux préciser l’état d’activation des voies de signalisation impliquées dans l’induction de la 
sénescence (p53, p21, p16, cyclin D, ARF) ainsi que des voies Akt et mTOR, impliquées dans 
la sénescence des cellules endothéliales aortiques induites par l’obésité (Minamino, Orimo et 
al. 2009). Certaines protéines pourraient être déterminées, par Western blot, sur les cellules 
endothéliales traitées par des milieux conditionnés d’adipocytes matures, par le VEGFA, la 
leptine, ou des associations de ces facteurs. De plus, vu l'importance accrue de SIRT1 dans 
divers processus discutée précédemment, l’expression de SIRT1 pourrait également être 
évaluée. Enfin, postulant certaines interventions pharmacologiques protectrices, des pré-
traitements avec des composés anti-oxydants pourraient être effectués afin de déterminer la 
contribution éventuelle du stress oxydatif dans l'initiation de la sénescence des cellules 
endothéliales. 
* Identification des acteurs du micro-environnement cellulaire du tissu adipeux ayant 
un impact sur la sénescence des cellules endothéliales : En parallèle, et en dehors des seules 
productions adipocyatires, il serait intéressant d’étudier l’impact des sécrétions provenant 
d’autres types cellulaires présents dans la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux humain, 
i.e. les macrophages, les lymphocytes T et les cellules progénitrices natives de ce tissu. Nous 
avons montré que les cellules endothéliales du tissu adipeux viscéral expriment plus de 
marqueurs de la sénescence que celles issues du compartiment adipeux sous-cutané. Un tel 
résultat suggère que la localisation du territoire adipeux influe différemment sur la 
susceptibilité à entrer en sénescence des cellules endothéliales. Il faudra tenir compte de ce 
fait dans de futures études. Que penser de la contribution éventuelle des autres types 
cellulaires ? Une étude précédente du laboratoire a montré que les cellules inflammatoires, 
notamment les lymphocytes T producteurs d’interféron , s’accumulent préférentiellement 
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dans le tissu adipeux viscéral humain (Duffaut, Zakaroff-Girard et al. 2009). Or, l’interféron 
a été impliqué dans la sénescence des HUVECs (Kim, Kang et al. 2009). Contribuent-ils à la 
sénescence des cellules endothéliales viscérales ? Enfin, les cellules progénitrices, de par leur 
localisation péri-vasculaire chez la souris (Tang, Zeve et al. 2008) et chez l’homme (résultats 
de la partie 1), pourraient influencer directement les cellules endothéliales. Nos résultats sur 
l’étude du contexte angiogénique du tissu adipeux humain ont révélé que les cellules 
progénitrices expriment de façon majoritaire les facteurs anti-angiogéniques, les 
thrombospondines 1 et 2. Ainsi, par le biais de leurs sécrétions, les cellules progénitrices 
pourraient limiter le processus de sénescence des cellules endothéliales dans le tissu adipeux 
humain. Il serait donc intéressant de traiter les cellules endothéliales par des milieux 
conditionnés par des cellules progénitrices du tissu adipeux humain en présence ou non de 
facteurs inducteurs de la sénescence. Dans le même ordre d’idées, il existe un facteur sécrété 
majoritairement par le tissu adipeux viscéral, la visfatine, décrit pour être augmenté au cours 
de l’obésité et associé à un effet protecteur contre le vieillissement via les voies de 
signalisation associées à la restriction calorique et à SIRT1 (Yang, Lavu et al. 2006). L’action 
protectrice de la visfatine a également été montrée au niveau endothélial, chez le rat 
(Yamawaki, Hara et al. 2009) et chez l’homme (Lovren, Pan et al. 2009). Chez ce dernier, elle 
induit notamment une diminution de la perméabilité induite par le TNF- dans les HUVECs. 
Il serait donc intéressant de tester un potentiel effet protecteur de ce facteur sur la sénescence 
des cellules endothéliales par le même type d’approches que celle utilisée pour explorer les 
effets des sécrétions des cellules progénitrices. 
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Détermination des conséquences de la sénescence des cellules endothéliales. 
* La perméabilité endothéliale : Les cellules sénescentes présentent des modifications 
morphologiques incluant l’élargissement de leur cytoplasme et la perte des contacts cellule-
cellule (Erusalimsky 2009). Or, nos résultats ont permis de mettre en évidence l’augmentation 
de l’extravasation de certaines protéines plasmatiques avec l’état d’adiposité croissant des 
patients. En parallèle, il aurait été judicieux d'explorer l’impact des différences territoriales 
sur l’extravasation des protéines plasmatiques dans les tissus adipeux sous-cutanés et 
viscéraux. Pour aborder des aspects plus mécanistiques, il serait judicieux d’étudier 
l’influence de cette sénescence endothéliale sur la perméabilité des cellules endothéliales in 
vitro avec des dextrans fluorescents. L’expression des protéines endothéliales de contact 
cellule-cellule (cadhérines, claudines, JAM) pourrait également être évaluée. Nous avons 
signalé les difficultés inhérentes à la culture des cellules endothéliales du tissu adipeux ; ces 
études doivent être envisagées en ayant conscience de possibles difficultés. Ce concept 
d’étude de la perméabilité endothéliale in vitro, une fois développé, permettra de tester des 
molécules pharmacologiques susceptibles de moduler l’hyperperméabilité induite par le micr-
environnement du tissu adipeux humain.  
* Les capacités angiogéniques : La sénescence est également associée à une inhibition 
des capacités angiogéniques des cellules endothéliales (Erusalimsky 2009). Le développement 
d’un test d’angiogenèse in vitro (matrigel) pourrait permettre d’étudier la migration et 
l’organisation des cellules endothéliales humaines en présence de milieux conditionnés 
d’adipocytes matures, de leptine, de VEGFA ou d'association de ces facteurs. 
* Le métabolisme adipocytaire : Nous avons vu lors de ces travaux que l’expression de 
GPIHBP1 et de PPAR est diminuée dans les cellules endothéliales du tissu adipeux humain 
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viscéral par rapport au territoire sous-cutané. De plus, PPAR a été décrit chez la souris 
comme un régulateur de l’expression de GPIHBP1 (Davies, Waki et al. 2008). Il serait donc 
intéressant de caractériser le rôle de PPAR dans l’expression de GPIHBP1 dans les cellules 
endothéliales du tissu adipeux humain par des traitements avec des ligands de PPAR. En 
parallèle, la détermination de l’effet potentiel de ces ligands de PPAR sur les processus 
associés à la sénescence des cellules endothéliales pourrait être envisagée. 
 Par ailleurs, nos travaux ont montré que la sénescence dans les cellules endothéliales 
du tissu adipeux humain est associée à une augmentation de l’expression d’IGFBP3. Or, 
l’augmentation de son expression a été décrite dans les HUVECs sénescentes (Hampel, 
Fortschegger et al. 2006). IGFBP3 a été caractérisée comme une protéine de liaison jouant un 
rôle dans la délivrance et la biodisponibilité d’IGF1. Cependant, il a été récemment démontré 
qu’IGFBP3 exerce un effet indépendamment d’IGF. Dans la lignée de préadipocytes murins, 
3T3L1, IGFBP3 inhibe le captage du glucose induit par l’insuline (Chan, Twigg et al. 2005) 
ainsi que la différenciation adipocytaire par son interaction avec PPAR (Chan, Schedlich et 
al. 2009). L’influence d’IGFBP3 sur la sensibilité à l’insuline des adipocytes matures humains 
(transport de glucose, lipolyse et lipogenèse) et sur la différenciation des cellules 
progénitrices du tissu adipeux humain pourrait être définie. 
* Pathophysiologie et études in vivo : Nos études centrées sur le tissu adipeux humain 
sont confrontées à des limites inhérentes à l'investigation clinique et à l'hétérogénéité des 
patients. Elles attirent l'attention sur un ensemble de données cliniques qui mériteraient des 
approfondissements mécanistiques sur des modèles murins dans la mesure où l’on pourrait 
observer des phénomènes similaires à ceux décrits chez l'homme. En effet, les modèles 
d'obésité murins sont souvent effectués avec des animaux jeunes soumis à des régimes gras ; 
on obtient une induction rapide de l'obésité qui n'aura pas nécessairement la même cinétique 
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ou le même impact tissulaire que celle, d'installation beaucoup longue, que l'on constate chez 
des patients obèses. Quoi qu'il en soit, l'’évolution de la sénescence des cellules endothéliales 
du tissu adipeux durant l'installation de l’obésité pourrait être suivie chez la souris en régime 
hypercalorique. Des souris C57BL/6 pourraient être mises sous régime normal ou 
hypercalorique pendant 3, 6 ou 12 semaines. Une procédure similaire a déjà été utilisée dans 
l’équipe. Elle nous a permis de démontrer que l’intolérance au glucose est présente à 12 
semaines de régime hypercalorique, temps nécessaire à l’accumulation de macrophages et de 
cellules NK dans le tissu adipeux épidydimaire, alors que l’accumulation de cellules T est 
observée dès la sixième semaine de régime hypercalorique (Duffaut, Galitzky et al. 2009). 
Les tissus adipeux sous-cutanés et épidydimaires pourraient être isolés et l’expression des 
marqueurs de la sénescence serait évaluée dans le tissu entier et les cellules endothéliales 
isolées.  
En parallèle, les modifications du nombre de cellules inflammatoires pourraient être 
déterminées. L’angiogenèse et l’expression endothéliale de GPIHBP1 seraient étudiées en 
microscopie confocale et les modifications de la perméabilité endothéliale pourraient être 
testées par perfusion de bleu Evans. Cette approche permettrait de définir si l’apparition de la 
sénescence des cellules endothéliales dans le tissu adipeux des souris en régime 
hypercalorique est dépendante de la localisation du tissu, de la résistance à l’insuline et/ou du 
développement du tissu. De plus, elle permettrait d’établir si la sénescence dans le tissu 
adipeux est associée à une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales, à une 
abolition de l’angiogenèse et/ou à l’installation de l’inflammation. Enfin, la caractérisation de 
ce modèle murin permettrait de tester dans des études ultérieures la relevance des facteurs 
identifiés lors de la première phase d’expériences décrites ici. Finalement, travaillant sur des 
rongeurs, il ne faut pas oublier que les murins permettent l'utilisation de la microscopie intra-
vitale qui est un des outils de choix pour étudier les capacités fonctionnelles des capillaires. 
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En conclusion, notre travail centré sur des investigations cliniques et sur le tissu 
adipeux humain a permis, malgré la difficulté des approches et la fragilité des cellules 
endothéliales, d’identifier la sénescence comme représentant un nouveau mécanisme 
cellulaire qui se développe, dans le tissu adipeux, avec l'installation de l’obésité. Etant 
nécessairement limités dans le temps, nous avons évoqué les nombreuses perspectives 
ouvertes par nos observations et les études complémentaires à entreprendre. L’étude 
approfondie de ce processus, avec l’identification des principaux facteurs jouant un rôle dans 
son induction et sa médiation, et son impact potentiel au niveau systémique, pourraient 
suggérer le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant ces divers acteurs. 
Ce genre d’approches pourrait contribuer à limiter les dysfonctions vasculaires de l'obèse et 
les complications pathophysiologiques liées à l’obésité en débouchant sur une amélioration de 
la qualité/durée de vie de nombreux patients. 
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Titre et résumé en anglais 
Characterization of the vascular component of human adipose tissue 
  
 The present PhD research was undertaken to characterize native human adipose tissue 
(AT) endothelial cells (ECs) and to analyze the impact of adiposity degree and AT location on 
their number, phenotype, and integrity.  
  
 Vessel density as well as ECs number per AT volume were stable in obese subjects 
compared to lean, suggesting that extension of vascular network follows AT development 
during obesity. VSAT adipocytes from obese subjects show a hypoxic phenotype despite the 
presence of a dense vascular network. Native AT-ECs show a pro-inflammatory and 
angiogenic phenotype in obese patients compared to lean, more marked in VSAT than in 
SCAT. This phenotype is associated with an increased endothelial permeability shows by 
plasma proteins leakage. To determine the mechanisms causing phenotype differences in 
obesity and AT location, senescence markers were studied. AT-ECs show an increased 
expression of these markers with obesity and AT location (VS/SC). Adipocyte secretion 
stimulated AT-ECs to undergo senescence, an effect mimicked by leptin and VEGFA. 
Finally, adipocyte secretions induced senescence process into micro-vascular ECs from other 
vascular beds. 
  
 To conclude, human obesity is associated with alterations in AT-ECs number and 
integrity but also with an increased activation state of the ECs. Promotion of premature ECs 
senescence by the AT-microenvironment might lead to a loss of endothelial integrity in 
human obesity, associated with a pro-inflammatory state, especially into VSAT. Endothelial 
dysfunction into whole body circulatory network could be promoted by adipocyte secretions 
stimulating ECs to undergo senescence. 
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Résumé : Ce travail a permis de caractériser les cellules endothéliales (CEs) (CD34
+
/CD31
+
) du tissu 
adipeux (TA) humain et d’analyser l’impact du degré d’adiposité des patients, mais aussi de la 
localisation du TA, sur leur nombre, leur phénotype et leur intégrité. La densité vasculaire, comme le 
nombre de CEs, par volume de TA sous-cutané (SC) reste stable chez les sujets obèses (OB) comparés 
aux normo-pondérés (NP). Ce résultat démontre que l’extension des réseaux vasculaires suit le 
développement du TA au cours de l’obésité. Les adipocytes, du TA viscéral (VS) de sujets OB, 
présentent un phénotype hypoxique malgré la présence d’un réseau vasculaire plus dense. Chez les 
patients OB, la densité capillaire et le nombre de CEs sont plus élevés dans le VS par rapport au SC 
démontrant une différence de densité vasculaire selon la localisation du TA. Les CEs natives du TA, 
isolées par immunosélection/déplétion, présentent un phénotype pro-inflammatoire et angiogénique 
chez les sujets OB par rapport aux NP, de façon plus marquée dans le TA VS que dans le SC. Ce 
phénotype est associé à une augmentation de la perméabilité endothéliale mise en évidence par 
l’extravasation de protéines plasmatiques. Afin de déterminer les mécanismes responsables des 
différences de phénotype avec l’obésité et la localisation de TA, des marqueurs de la sénescence 
cellulaire ont été étudiés. Les CEs présentent une augmentation de ces marqueurs avec l’obésité dans 
le SC et selon la localisation du TA (VS/SC). Les sécrétions adipocytaires stimulent l’entrée en 
sénescence des CEs du TA, un effet mimé par la leptine et le VEGFA. Enfin, les sécrétions 
adipocytaires sont capables d’induire le processus de sénescence dans des CEs provenant d’autres lits 
vasculaires. En conclusion, chez l’homme, l’obésité est associée à des altérations du nombre et de 
l’intégrité des CEs du TA mais aussi à une augmentation de leur état d’activation. La promotion de la 
sénescence des CEs par les sécrétions adipocytaires pourrait conduire à une perte de l’intégrité 
endothéliale chez les sujets OB, associée à un état pro-inflammatoire, notamment au niveau viscéral. 
La dysfonction endothéliale au niveau de la circulation générale pourrait donc être favorisée par les 
effets systémiques de ces sécrétions promouvant l’entrée en sénescence des CEs. 
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